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hk^ C Twv^ °° n i C em /x^ C^ ^ r8aniS ^ n, P rcferabl y a P ha ^ ha ™g at its surface a complex consisting of a peptide (?) and a maior 

C ° mP ^ M ° re P articuIari ^ * «»«™ a me thod for expressing a complex formed by a p%tide £) a^d a ma or 

h stocompatibihty complex (MHC) in a micro-organism so as to produce said complex and present it at a phage surface m invenUon 
aho concerns the resulting complexes and their uses for marking, sorting or modulating T cell activity in vi^TLTvh 0 Se nven on 
Se^ P ^ MHC C ° mpleXeS fOT -"^ *- * ^rganisn^s useful for 

(57) Abregi 

Lapr&sente invention conceme un micro-organisme, prfferentiellement un phage, prfsentant a sa surface un comDlexe forms d'.m 
pepude <P et d'un prcduit du Complexe Majeur d'Histocompatibilite (CMH). Plus partculierement, 1 TpSi^emS™^ un 
procWe d'expresston d'un complexe foin,6 d'un peptide (P) et d'un produit du Complexe Majetu ^d'HistowmpaS (CMH daSun 
mrcro-orgamsme afin de produ.re ledit complexe et de le presenter a la surface d'un phage. La presente invemiw se rapoorte encwe aux 
comp.exes amsi obtenus et a leur utilisation pour marquer, trier, ou moduler 1'activite de clllules T in viTro S UrtSS 
a aussi pour objet l'ut.l.sation des complexes P-CMH obtenus pour la constitution de banques de micr^g^I mes utifes dow criMer et 
isoler des peptides antigeniques rcconnus par des cellules T. nmjo-organismes utiles pour cnbler et 
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La presente invention concerne un micro- 
organisme, preferentiellement un phage, presentant a sa 
surface un complexe forme d'un peptide (P) et d'un produit 
du Complexe Majeur d'Histocompatibilite (CMH) . 

Plus particulierement , la presente invention a 
pour objet un procede d' expression d'un complexe forme d'un 
peptide (P) et d'un produit du Complexe Majeur 
d'Histocompatibilite (CMH) dans un micro-organisme afin de 
produire ledit complexe et de le presenter a la surface d'un 
phage. 

La presente invention se rapporte encore aux 
complexes ainsi obtenus et a leur utilisation notamment pour 
le criblag e do peptides reconnus pax — les cellules T. 



Les cellules T jouent un r61e essentiel dans 
l'immunite, en particulier dans 1 'auto-immunite, la 
surveillance anti-tumorale, le. re jet de greffe et dans la 
25 protection contre les infections par des virus et d'autres 
pathogenes intracellulaires. Grace a leur recepteur a 
l'antigene (1) hautement variable, les cellules t 
reconnaissent les peptides antigeniques (P) associes aux 
produits du complexe majeur d' histocompatibility (2), et 
30 presentes a la surface des cellules. Les peptides 
antigeniques comportent en general 8 a 12 acides amines (3) 
issus de l'appretage intracellulaire des proteines. II y a 
deux types majeurs de CMH : classe I et classe II. Les CMH 
de~ c lasse T 1 CMff - 1 f sont "composes" ""d-une^ chaine - a ~de~ trois 
5 domaines extracellulaires (al, a2 et a3), d'une region 
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trans.nenfcranaire et d-une regio n cytoplasmique 

ttl St a2 « polyenes. La chalne d — "es 

^oglobuline, non pol ^ orphe P ' ° U — *- 

stable. Les cmh de classe xx (aB n n 

Raines cc et ft en C ° mP ° S * S de deux 

h*.< „. , ^associent spontanea en 
heterodimeres . chaoue ov,=* 

t-naque chalne comporte deux h™, • 

extracellulaires f«i „ domaines 

Hi ec p2 ) , une re • 

transmembranaire et- ri-„r^ - • ^gion 

«1 et ft sent , re91 ° n Cyt0pl »« i ^- «« 

en pi sont polymorphes. 

La diversite des peptides anl -^ - • 
peuvent s'associer k ,*» P e P Clc, es antxgenxques qui 

a^bocier a chaque allele du nvrw . • ■ 
1' extreme polymorphism du CMH, cree ainsi 

diversite de coaxes P-CMH potentiell ^ 
les cellules T Par ™ P^entxellement reconnus par 

^ar ailleurs, l'inhpr^f.' 
coaplexe P-CMH et le tcr eat de faL !f t ^ 
difficile de Vobeerver en dehor d " " 

9ui Clique des inter,!?- °° ntaCt «Uulaire 



25 



Production toZZTT rentot di " 1Cile ^ «« * 
capable de s fwJTV"" ^ *™ e ' st ^ * 
--a Mse J^lr^^n CellUlM T ' -»t» 
U speci £i=l te d-une JZZ? * * 

particuliere. associee a une maladie 

Plusieurs methodes ont et «s «™ - 
produire de tela rvo Proposees pour 

ceis complexes P-CMH cpinn 

^thode. lee defines extracel Images * Z 

sous forme denaturee dans la Z T ^ 
Wiri . # i X ^ S la c ytoplasme d' s ^ 7 • 

purxfxes, re pii es in vitrQ ^ Col, 

antigenique (5). Selon , mo „ • S ^ les * vec ^ Peptide 

Selon une deuxxeme methode, l a stabilite 
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des complexes P-CMH est amelioree par 1 'association des 
domaines extracellulaires. a et P au sein une meme chaine 
proteique (6. brevet WO9640944) , ou a 1'aide de domaines de 
dimensation (7, brevet WO9806749) . De fa Q on similaire 
selon une troisieme methode, le complexe P-CMH est stabilise 
en relxant le peptide antigenique lui-meme a 1'un des 
domaines du CMH au sein d'une seule chaine proteique (8 26 
brevets WO9604314. US5734023, WO9640944) . Ces methodes 
permettent d'obtenir des quantites non negligeable de 
complexes P-CMH, mais les precedes de fabrication et de 
purification sent relativement complexes, soit que les 
dxfferents elements doivent etre associes in vitro, soit que 
la production mette en jeu des cellules eucaryotes. De plus 
pour obtenir une liaison stable des P-CMH aux cellules T 
specif iques, il est encore necessaire de creer des 
olxgomeres de P-CMH, par exemple en utilisant 1'avidine 
tetramerique (9), ou des domaines d'oligomerisation (WO 
9803552, W09806749). De tels composes sont utiles a detecter 
rLl'! 16 "- 163 CellUleS T sp * cifi ^ es d-un antigene dans un 



melange, eomme par exemple le sang, ou a stimuler 
specifiquement cette meme population de cellules a des fin 
vaccmales ou immunotherapeutiques . 

La structure moleculaire et la diversite des P- 
CMH rend egalement difficile le criblage de la specificite 
des cellules T associees a une maladie particuliere Les 
precedes de production de P-CMH decrits ci-dessus sont peu 
adaptes a cet usage, dans la mesure ou ils ne permettent de 
produxre, au coup par coup, qu'un petit nombre de complexes 
P-CMH contenant un peptide antigenique de sequence definie 
etun allele particulier du CMH. La recherche de peptides 
antigemques reste done a 1'heure actuelle une procedure 
complexe impliquant entre^utres ^hniques , la mise en 

presence des cellules T avec des ^n„i^ 

ve< - aes cellules eucaryotes 

presentatnees, exprimant un ou des alleles particuliers du 
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CMH. Dans une premiere methode, les peptides antigeniques 
candidats sont ajoutes dans l'essai sous forme de peptides 
synthetiques solubles (10). Dans une deuxieme methode, dite 
genetique (11) ils sont ajoutes sous forme d'ADN, d'ADNc ou 
5 de leurs fragments transfectees dans les cellules 
presentatrices. Les transf ectants sont ensuite cribles pour 
leur capacite a stimuler les cellules T. Dans une methode 
equivalente, ils sont ajoutes par 1 ' intermediate de micro- 
organismes capables d'etre phagocytes par les cellules 
10 presentatrices (12) . Aucune de ces methodes ne permet de 
cribler directement les complexes P-CMH d'apres leur 
capacite a se fixer au TCR en 1' absence de cellule 
presentatrices. Par ailleurs, elle ne permettent pas de 
cribler un tres grand nombre de peptides. 

15 

On connait par ailleurs dans l'art anterieur la 
methode dite du "phage display", decrite par exemple dans la 
demande de brevet internationale PCT publiee sous le No. 
WO9702342. Cette methode permet d'associer une sequence 

2£ d'ADN — a — sen — p r odu i t — d ' e xpr e ss i on — art — sein — d ' u ne — m^nre - 

particule de phage. Cette caracteristique permet le criblage 
d'une grande diversity de ligands d'apres leur capacite a 
fixer de fagon stable un recepteur d'interet (13). Le 
systeme du phage display a ete utilise pour presenter de 

25 petits peptides d 1 environ 10 acides amines a la surface des 
bacteriophages (14) . Des molecules de taille plus 
importantes ont ete 6galement exprimees a la surface des 
bacteriophages, notamment des anticorps (15). Cependant, la 
manipulation des bacteriophages en vue de la presentation de 

30 proteines de taille importante a leur surface pose de 
nombreux problemes, lies a I 1 assemblage des proteines et a 
leur presentation sur l'enveloppe du phage (16), ou encore a 
leurs proprietes de secretion ou de repliement dans le 
' ~peripra"sme~ba"c ter ien _ ( 17 ) ~ — —~ 

35 
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Dans un premier aspect, la presents invention 

conceme un micro-organisme, preferentiellement un phage 
genet iquement modif ie de maniere , ^ 

complexes P-CMH a sa surface. 

raDDOrh . DanS Un aUtre aspect ' la Presente invention se 
rapporte a un precede d'expression d'un complexe P-CMH dans 
un micro-organisme afin de produire ledit complexe et de le 
presenter a la surface de phages, les deux elements dudit 
complexe pouvant etre lies de maniere covalente ou non 

Plus particulierement la presente invention 
envisage deux modes de realisation du precede. Dans un 
premier mode, la demanderesse envisage 1'expression des 
complexes P-CMH sous forme soluble. Dans un second mode, 

phages" 8396 SXPreSSi ° n d6SditS ^exes * la surface de 

Dans un autre aspect, la presente invention se 
rapporte egalement a 1 ■utilisation de complexes p-cmh 
obtenus selon 1'un ou l<autre des modes de realisation du 
precede de 1> invention pour marquer, t rW ou modu ^ 



25 



30 



I'activite de cellules T in vitro ou in vivo. 

raDDM+ . T S ^ d6rnier aSPeCt ' 13 P ^ Sente ^vention se 

P « obt T " ***** d " Utilisati - 0- complexes 

P-CMH obtenus selon 1'un ou 1' autre des modes de realisation 

du precede de 1' invention pour la preparation de banques (ou 

bibliotheques, de micre-organisme pour cribler et isoler des 

peptides antigeniques reconnus par des cellules T 

peurront * ^ , ****** ^ aVanta * es de 1' invention 

pourront etre plus clairement appreciees a la lumiere des 
descriptions detaillees qui suivent. 



La presente invention conceme en premier li eu 
^"•ocro^gani^^ 



, - w= iiiciniere a 

produire un complexe P-CMH et a le presenter a sa surface. 
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Les prxncipaux avantages par rapport aux complexes P-CMH de 
1'art anterieur resident dans le fait que les complexes 
presentes a la surface d , un micro . organisme permettent 
1 acces direct a la sequence nucleotidiques codant pour les 
peptides et le CMH present, puisque cette sequence est 
presente a 1'xnterieur du micro-organisme. De maniere 
preferee, les micro-organismes generalement utilises sont 
des bacteries, des levures ou des virus. La presente 
xnvention est done relative tout particulierement a un phage 
presentant a sa surface un ou plusieurs comlexe(s) P-CMH. 

Les micro-organismes objet de la presente 
mvention sont obtenus par 1' expression du ou des 
complexe(s) P-CMH selon le precede tel que decrit ci- 
dessous. L ' invention concerne done aussi un precede 

d' expression d'un complexe p-CMH dans un mi^ n „ 

jt * v^.m uetns un micro-organisme 

comprenant les etapes suivantes : 

a) la preparation d'une sequence nucleotidique 
comprenant d'une part une sequence codant successivement 
pour un peptide signal, un peptide antigenique, an peptide 
de liaxson, un ou des domaines extracellulaires d'un ou 
Plusieurs produits du CMH, et d' autre part une sequence 
fonctionnelle. 

b) le clonage d'une sequence nucleotidique 
obtenue en (a) dans un vecteur permettant 1 'expression de 
ladxte sequences dans un micro-organisme. 

c) la transfection d'un micro-organisme avec un 
vecteur obtenus a l'etape (b) , 

d) 1- induction de 1- expression du produit de la 
sequence nucleotidique par tout moyen approprie. 

Par peptide signal, il faut entendre un peptide 
permettant !• export de la proteine de fusion dans le 
perxplasme. — ou_il_ est-c-l-i-ve— (-1-8-)- 



Les condxtTons chimiques 
regnant dans le periplasme sont en effet favorable au bon 
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repl.ement des domaines du CMH (5, . n est possible 
d utxlxser les peptides signal naturels presents dans les 
proteines bacteriennes ou les proteines du bacteriophage fd 
S3p et g 8 p (19), ainsi que les peptides signal ameliores 
obtenus par mutagenese et selection appropriee (20) . n est 
en surtout primordial de determiner precisement le site de 
clxvage entre le peptide signal et le peptide antigenique. 
La modxfxcatxon, I'ajout ou la soustraction de residus a 
1 extremxte N-terminale des peptides antigeniques peut en 
effet affecter les proprietes antigeniques du peptide (3) a 
cet effet, la sequence de 1-adn du peptide signal doit etre 
modxfxee de facon a inserer silencieusement un site de 
clonage adapte a son assemblage avec les autres elements 

utili,* - T mani " e aVantagSUSe ' le P-Ptide signal 
utxlxse est le peptxde signal de la proteine pectine lyase B 

(PelB. 21) . ce peptide signal permet un clivage naturel de 
la protexne de fusion exactement devant le premier residu du 
peptxde antigenique. 

Dans une autre forme de realisation, la 
demanderesse envisage de remplacer le peptid e signal p a x one 
protexne connue pour s-exprimer a haut niveau dans le 
perxplasme du micro-organisme, comme la maltose binding 
protein (22) . Le clivage entre cette proteine et le peptide 

antigenique s'effectue alors a 1 a. 
_ , ... . a 1 aide d un enzyme 

specxfxque, parmx lesquels on peut citer le facteur Xa (23) 
ou d' autres proteases. 



30 
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Par peptide antigenique la demanderesse entend 
aussx une diversite de peptides antigeniques . 

Le peptide antigenique utilise dans l'etape (a) 
peut-etre code par un fragment de sequence nucleique 
naturelle extraite d'un organisme, d'un tissu, d'une culture 
cellulaire, d'une organelle, ou d'un virus. Ces fragments 
peuvent et re -°-b_£_enus a parti-r de 1 'ADN genomique o\jT 
complementaire de 1 ■echantillon, par exemple par 
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fragmentation enzymatique (24) n e t 

particulierement avantageux que " certaines" sequent 
extraxtes des tissus (celles codant pour une famille de 
protexnes, p ar exemple) soient specif iquement enrichies par 
PGR en utilisant des amorces specif iques. De meme, certaines 
sequences non desirees peuvent etre soustraites par 
hybridation selon les methodes connues en 1'etat de l-art 
(25). Dans ce cas ( il est preferable de doner les fragments 
obtenus a 1-aide d'adaptateurs permettant d- introduire a 
chaque extremite un site de clonage adapte a leur assemblage 
avec les autres elements. 

Dans une autre forme de realisation, le peptide 
antxgenxque utilise dans 1'etape (a, est code par une 
sequence nucleotidique de synthese de sequence determine 
ou dont tout ou partie de 1 ■ enchainement de nucleotides est 
aleatoxre. De telles sequences sont aisement obtenues a 
1 axde d'appareils synthetisant des oligonucleotides il est 
alors particulierement avantageux que 1 ■ enchainement des 
nucleotides aleatoires soit de sequence NNK, ce qui diminue 
la probability d'un codon .top. Dc m S me, le, sequences 
partiellement aleatoires ci-dessus sont caracterisees par la 
presence de nucleotides fixees a certaines positions, 

correspondant aux residue: h 

«_ . , . residus d ancrage des peptides 

antxgenxques dans leur site de liaison au CMH (3). Dans ce 
mode, il est particulierement avantageux d'obtenir les 
fragments aleatoires par PGR en utilisant une amorce tout ou 
partxe aleatoire, ce qui permet d'introduire les sites de 
clonage adaptes a leur assemblage avec les autres elements . 

II est egalement avantageux que les 
oligonucleotides codant pour le peptide antigenique 
contxennent de 24 a 36 nucleotides, soit 8 a 12 codons ce 
qui constitue la taille optimale des peptides liant le ' CMH 

V 3 ) . 
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Le peptide de liaison est un peptide flexible 
qui relie le peptide antigenigue au premier domaine du CMH 
de fagon covalente <8, 26). Cette caracteristique est 
avantageuse dans la mesure ou le CMH qui s'associe a un 
peptide adopte plus facilement une conformation 
fonctionnelle. 

Le peptide de liaison comportera avantageusement 
entre 5 et 25 acides amines choisis preferentiellement parmi 
la glycine, la serine, la threonine, 1 'alanine et la 
proline. II est egalement preferable que la sequence d'ADN 
qui la code comporte des sites de clonage adaptes a leur 
assemblage avec les autres elements. 



15 



Par domaines extracellulaires du CMH, les 
inventeurs font reference au CMH de classe I et de classe 
II. Chez l'homme, les CMH-I sont codes par les loci HLA-A, 
HLA-B et HLA-C. Les CMH-II sont codes par les loci HLA-DR, 
HLA-DP et HLA-DQ. Les domaines extracellulaires sont les 
domaines al, a2, a3 et p2-microglobuline (p2) du CMH de 



classe I ou bien les domaines al, a2, pi et p2 du CMH de 
classe II. Les sequences de ces domaines pouvant etre 
polymorphes, tous leurs alleles naturels sont inclus dans la 
definition. II en est de meme pour les variants obtenus par 
mutagenese dirigee, en une ou quelques positions. Ces 
mutations peuvent en effet etre utile a augmenter leur 
production ou leur secretion par le micro-organisme. Les 
domaines du CMH, ou 1- ensemble des domaines appartenant a 
une mime chaine naturelle du CMH peuvent etre obtenus par 
PCR en utilisant des amorces specif iques. De mime, il peut 
etre avantageux d'obtenir en une etape differents alleles 
des domaines polymorphes (par exemple ceux d'un meme 
individu) en utilisant des amorces de PCR degenerees . A 
_ctaque_ domaine^ peut^_donc_se -subs t-i-tuer - une— diver site- de" 
domaines. La fagon dont ces domaines sont ensuite combines 
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entre eux dans 1'etape (a) en vua de leur expression fait 
l'abjet des differents modes suivants. Pour effectuer cette 
combinaison, il peut-etre utile de relier les domaines les 
uns aux autres a l'aide de peptides flexibles (L) . 

Les quatre domaines sont presents dans la 
proteine de fusion de l-etape (a). Parmi les enchainements 
preferes, on pent citer les enchainements al-cc2-oc3-L-02 pour 
le CMH-l et al-a2-L- P l- P 2 ou Pi-p 2 -L-al-a2 pour le CMH-II, 
qui respectent au maximum 1 • enchainement naturel des 
domaines. On pent egalement citer 1 • enchainements pl-L-al-L- 
P2-L-«2 du CMH-II qui est structurellement analogue a 
1- enchainement al-a2-a3-L- P 2 de classe I. De meme, on peut 
citer 1 • enchainement oc2-L-p2-L-al-L-a3 de classe I qui se 

rapproche structurellement de 1 • enchainement al-a2 -1,-01-02 
de classe II. 

Dans une autre forme de realisation, la proteine 
de fusion de Hetape (a) i nclut le, deux domaines liant le 
peptide antigenique, a savoir les domaines al et a2 du CMH-l 
et al et 02 du CMH-II. L'ajout d'un domaine «3 ou 02 de 

classe I ou a2 ou 02 de clasw tt 

ae ciasse II . ainsi que d- autres 

domaines de la famille des immunoglobuline (D) peut-etre 
egalement utile a stabiliser la proteine. Les enchainements 
du type ol-ofl-L-D de classe I et al-01-L-D ou 01-al-L-D de 
classe II sont alors particulierement avantageux. 

Dans une derniere forme de realisation la 
proteine de fusion de 1-etape (a) inclut seulement une 
chaxne du CMH, 1' autre etant exprimee dans le periplasme du 
mxcro-organisme a 1'aide d^un vecteur accessoire. Les 
^Lc^nement^^^ - - s - offt -_- 1 _- Ii -_ 

enchainement naturels al-o2-o3 ou p2 pour le CMH-l et al-a2 
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ou Pl- P 2 pour le CMH-II ainsi que leurs analogues 
structural ocl-L-a3 ou a2-L-p 2 pour le CMH-I. Dans ce mode, 
il peut etre particulierement interessant de favoriser 
1 'association entre les deux chaines du CMH dans le 
periplasm a 1'aide de domaine accessoires, par exemple des 
leucine zippers (7). 

Le peptide flexible L est avantageusement 
constitue de 5 a 25 acides amines choisi pref erentiellement 
panru la glycine, la serine, la threonine, 1' alanine et la 
proline. II sera egalement particulierement avantageux que 
la sequence codant pour le peptide flexible comporte des 
sites de clonages permettant !• assemblage des differents 
domaines . 
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La presente invention fait aussi reference a une 
sequence fonctionnelle. Dans un premier mode de realisation 
la sequence fonctionnelle contient avantageusement une 
sequence nucleotidigue codant pour un peptide etiquette et 
un codon stop. Ce peptide etiquette perm c t la mxse en 
evidence, la purification, ou 1 ' immobilisation de la 
proteine de fusion decrite en (a). Parmi les peptides 
etiquettes preferees, on peut citer des peptides reconnus 
par un anticorps particulier, par exemple le peptide c-myc-1 
centre lequel est dirige un anticorps 9E10 (Invitrogen) , ou 
les peptides a base d'histidine qui pennettent 
1 ' immobilisation et la purification de la proteine de fusion 
sur des matrices de complexes metal -chelate. Le codon Stop 
permet 1' expression de la proteine de fusion soluble et sa 
caracterisation. II peut-etre particulierement pratique 
d'mserer un codon Stop conditionnel, du type amber (UAG) 
qui permet soit 1 • expression des sequences en aval, soit 
1' arret de la traduction proteique selon le type de micro- 
orge^j^u^ 

l'arret de 1 'expression, on peut citer les souches d'E. Coli 
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comme DH10B (Gibco, . Parmi celles permettant la traduction 
des sequences en aval, on peut citer la souche d'E Coli 
TGI. 

Dans un second mode de realisation, la sequence 
fonctiormelle code pour une proteine qui pe rmet la 
presentation de la proteine de fusion de l'etape (a) sur la 
paroi ou la membrane externe d'un micro-organisme, et plus 
partxculierement d'un phage. Parmi les proteines permettant 
la presentation de proteines de fusion a la surface du 
Phage, on peut citer les proteines de manteau de phage 
notamment les proteines de structure majeure et mineure que 
respectivement sont les proteines g8p (27) ou g3p (14) 
L'ADN codant ces proteines peut-etre aisement amplifie par 
PCR par l'homme du metier avec des amorces specif iques qui 
permettent d 'introduce des sites de clonage adaptes a leur 
assemblage avec les autres elements. Lors de cette operation 
H peut-itre avantageux d'introduire en amont de la sequence 
des proteines d'enveloppe une sequence codant pour un 
peptide clive par une enzyme proteolytique comme le facteur 
Xa . T , p c l ivag e do la pr otei ne de fusion presente a la 



surface du phage peut etre utile a obtenir a detacher l es 
phages specif iquement lies a un recepteur (28, 29) ou a 
purifier les complexes P-CMH. 



25 Les vec teurs de l'etape (c) adaptes a la 

realisation du precede permettent 1 'expression de la 
sequence de l'etape (a). Us doivent done comporter les 
regions fonctionnelles ( en particulier un promoteur 
inductible ou non, et un site d' initiation de la traduction) 
permettant !• expression de la proteine de fusion dans le 
micro-organisme. De tels vecteurs sont largement disponibles 
pour l'homme du metier. On peut citer par exemple les 
vecteurs d'E. Coli de type plasmide comme pUC19, ou de type 
— -phagemide -comm fe -pUClT9T-pAb^tIg ou ~ pAb87~ ou ^e _ type phage" 
35 comme fd-DOG (40) ou fd-med. Le choix entre ces types de 
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vecteurs est dicte pa r ,i„ tfeet ou non de 

Phages ou d'empa^ueter !•« sinlple bri „ d „ ve ^ d « 

*' e ' r Pami CeS - P«t avantageusement utTliser 

des vecteurs modifies de facon 4 £aire expri „ er , ^ j£ 

de phages d'autres molecules d-inKrf.- • surrace 

Patent pat e^ple la U^T^ 

^d? 1 ' r ou d,autres * «' » 

v-i-^u; , leur deletion (par exenrolp p 3[! t „ 

de CD95) 0 „ h m „• exemple, FasL ou d'autre ligands 

c»e CD95), ou des antigenes stimulant les cellules B 

procede , DanS f0rme ****** dS ^li^ation du 

precede, la sequence obtenue en (a) est clonee dans un 
vecteur du type phage, par exei ^ le ^ ^ » 
dependance d-un promoteur du phage, qui 

la ^ syntnese de particules de phages contenant la seance 
d'ADN obtenue en (a) . sequence 

Dans une autre forme preferee de realisation la 
sequence obtenue en (a, est clonee dans un vecteur du ^ 
Phagem.de, par exemple dans p UC ll 9 . C eci permet ^expression 
de cette sequence dans E Coli r.* ex Pression 

- & - ( - OJ - 1 - La production do particnl A<a — 

de Dhaof.fi — ■■_ 17^ ^-i^uxss 



5 



de phages contenant la sequence obtenue en < ZT^Z 
dependante de la surinfection des meme bactJie par ^ 

h ; 1P ~' — —3 (Stratagene) . Ce 2* e " 
1 avantage de pouvoir moduler la quantite de proteine 11 
fusion synthetises. P 1116 de 



) 



du produit d. , "T " et 1 ' ^'i* *> 1 ' expression 
« ^ S ^ Ue " Ce nucl& >" d ^ »lon les etapes ,c) 

et «d) du precede de 1 ■ invention, pent etre obtenue pat tou 
-yen approprie ,30,. tel gue des variation de 
concentration en ions ou des variations de temperature 



Lprocede. J Le^ression-decri-t-ci-dessTI. -jSBSt 



produire dans un micro-organisme, des complexes P-CMH 
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lies a une sequence f onctionnelle dans lesquels le peptide 
antigenique est lie de fa.on covalente au CMH. Neanmoins, 
1-homme de 1'art sait que Ton peut obtenir des complexes P- 
CMH equivalents dans lequel le peptide antigenique et le CMH 
s'associent de facon non covalente, en vertu de l'affinite 
des peptides antigeniques pour le CMH (4) . Cette association 
peut se produire dans le periplasme du micro-organisme. ou a 
l'exteneur. Bien que 1'obtention de complexes P-CMH non 
covalent soit moins simple, il permet une plus grande 
flexibility dans le maniement de banques de P-CMH. II permet 
en particulier de combiner une banque de peptides 
antigeniques a une banque d'alleles du CMH (31) ainsi que 
d'expnmer davantage de complexe P-CMH. 

En fonction des constructions de sequences 
nucleotidiques et des vecteurs utilises dans le precede de 
1' mvention, les Inventeurs ont obtenu des complexes P-CMH 
non covalents. 
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La presente invention envisage egalement 
1' expression de complexe P-CMH non covalents lies a une 
sequence f onctionnelle. L - expression est obtenue selon le 
precede decrit plus haut comportant les etapes suivantes 
modif iees : 

a') la sequence nucleotidique de l'etape (a) ne 
contient aucun domaine du CMH, le peptide de liaison etant 
directement relie a la sequence f onctionnelle, 

e) Les complexes P-CMH sont formes en mettant en 
presence le produit d- expression produit en (d) contenant le 
peptide antigenique et d'un ou plusieurs produits du CMH 
exprimes independamment . 



35 



Par exprime independamment, on entend par 
exemple que les sequences codant pour le CMH et pour la 
Atqueme^obtenue^ en^ 

organisme, mais sont portees par un autre vecteur 
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L ' association entre le peptide antigenique et le CMH 
s-effectue alors dans le periplasm du micro-organisme. II 
est egalement possible que les sequences codant pour le CMH 
soxent portees par le meme vecteur, mais ne soient pas 
expnmees sous forme d'une simple chaine avec le peptide 
antigenique. II est egalement possible que le CMH soit 
product par un autre micro-organisme, ou par tout autre 
precede, 1 "association entre le peptide antigenique et le 
CMH s.effectuant alors a 1'exterieur, ou a la surface du 
itucro-organisme, et en particulier a la surface du phage. 

Parmi les nombreuses formes de realisation du 
precede, certaines presentent des avantages particuliers 

Dans une realisation particulierement 
avantageuse, le CMH est produit par un autre micro- 
organrsme. Parmi les methodes usuelles de production des 
molecules de CMH, on peut citer par exemple la methode de 
production dans le cytoplasme de E. Coli (5) ou la methode 
de fabrication dans la levure (26) ou tout simplement des 
molecules de CMH naturellement presentees sur des cellules 
ou extraites par tout 



moy^ n appropri ee . CeLte derniere 
methode est preferable dans la mesure ou elle permet de 
produire des molecules de CMH vide de peptide contaminant et 
neanmoins stable. L • incubation entre la molecule de CMH et 
le peptide antigenique contenu dans le produit d- expression 
de 1-etape (d) doit etre suffisamment longue pour permettre 
la liaison. Dans le cas ou la molecule de CMH est associee a 
un peptide contaminant, cette liaison est avantageusement 
acceleree par une temperature elevee, un p H legerement acide 
entre 4.0 et 7.0, la presence d- agents chaotropiques, ou la 
dialyse du melange qui permet de diluer specif iquement le 
peptide contaminant. 

La presente invention est done aussi relative 
aux complexes P-CMh en eux memes, obtenus par les precedes 
aecrits_dans_la-_presente-deseripti-on^ — 
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En fonction des constructions de sequences 
nucleotidiques utilisees dans le procede de !■ invention les 
mventeurs ont obtenu soit des complexes P-CMH solubles 
so lt des complexes P-CMH presentes a la surface de micro- 
organismes . 
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La presente invention concerne done aussi un 
procede de production d'un complexe P-CMH soluble 
caracterise en ce que l'on exprime un complexe P-CMH par le 
procede d- expression precedent, dans lesquels la sequence 
fonctionnelle utilisee a 1-etape (a) ou (a-) code pour un 
peptxde etiquette et un codon Stop, et en ce que le complexe 
P-CMH est recupere, apres 1'etape (d) ou (e) ,. par tout moyen 
approprie connu de 1-homme du metier a 1'aide, notamment 
dudit peptide etiquette. 

Un tel procede presente l'avantage de permettre 
la production d-un complexe P-CMH soluble directement 
fonctionnel et facilement purifiable. Ce procede est done 
peu couteux et facile a mettre en oeuvre en comparison aux 
precedes de production de complexe P-CMH de l'art anterieur 
II est notamment utile a produire de nombreux complexes P- 
CMH solubles. 



L' invention a aussi pour objet un complexe P-CMH 
25 soluble obtenu par le procede ci-dessus. Les complexes P-CMH 
solubles de 1 ■ invention peuvent notamment etre utilises dans 
un procede de marquage et de tri de cellules T specifiques 
d'un ou plusieurs complexes P-CMH. 



30 



Un procede de marquage et de tri des cellules T 
selon 1' invention comprend les etapes suivantes : 

i) on met en presence : 

- un exces d'un complexe P-CMH soluble porteur 

-diun-peptide-eti^ de 1-invenUon" 



35 et, 
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- un "pool" de recepteurs de cellules T. Par 
pool de recepteurs de cellules T, on entend un ensemble de 
differents recepteurs, presentes sous forme soluble ou a la 
surface de cellules T, dont la specificite antigenique est 
inconnue , 

ii) on selectionne les complexes P-CMH lies 
specif iquement aux recepteurs de cellules T de l'etape (i) 
en eliminant par tout moyen approprie, tel qu'un lavage, 
l'exces de P-CMH soluble n'etant pas lie de maniere 
specif ique, 

iii) on marque les complexes P-CMH lies aux 
recepteurs de cellules T selectionnes a l'etape (ii) a 
l'aide d'une sonde specif ique du complexe P-CMH, comme par 
exemple le peptide etiquette de ce dernier, 

iv) on repere par tout moyen approprie les 
recepteurs de cellules T marques a l'etape (iii). On peut 
egalement trier ces cellules par toute methode adaptee, en 
utilisant par exemple les appareils trieurs de cellules 
(FACS) . 



2SL 
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Les complexes P-CMH solubles de 1' invention 
peuvent de plus etre utilises pour moduler de maniere 
specif ique l'activite de cellules T, plus particulierement 
sous forme immobilisee. Par forme immobilisee on entend 
immobilisee sur tout type de support ou matrice connu de 
l'homme du metier, et tout particulierement des polymeres 
recouverts de molecules comme les anticorps ou les complexes 
metal -chelate. 



30 L' invention se rapporte done egalement a 

1' utilisation d'un complexe P-CMH soluble pour la 
preparation d'une composition diagnostique et/ou vaccinale 
utile pour moduler de mani&re specif ique l'activite de 

celluies-Tr L - — 
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Les ^venteurs ont mis en evidence dans le cadre 
des travaux ayant mene a la presente i^r^A 
oossihl* *~ < Presente xnvention, qu'il est 

possible de presenter des complexes p-cmh de taille 
importante a la surface de micro-organismes . 

d<a , L ' invention a done encore pour objet un precede 

de preparation d^un micro-organisme presentant a sa surface 
un complexe P-CMH, consistant a exprimer un complexe p-cm^ 
par un precede d" expression selon la presente invention dans 
lequel la sequence f onctionnelle utilise a 1-etape (a, ou 
(a ) code pour une proteine Dermp^^• a n^ i 

M , y Permettant la presentation du 

complexe P-CMH a la surfarp *„xa <- • 

m , c , , surface dudit micro-organisme . De 

manxere preferee, les proteines envisages sont la g8p et/ou 
la g3p. La demanderesse envisage aussi la recuperation du 
complexe P-CMH apres l'etape (d) ou (e) nar h™, 
a* ^ .u ^ , ' par tout m °yen connu 

de l'homme du metier. 

L ' invention a done egalement pour objet un 
mxcro-organisme, plus particulierement un phage, presentant 

dessus 6 C ° mPleXe P_CMH ° btenU ^ 1SS Pr ° c ^ s 
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De tels micro-organismes peuvent notamment etre 
utilises dans un precede de marguage et de tri de cellules T 
specif ague d'un ou plusieurs complexes P-CMH. 

Un tel precede comporte les etapes suivantes: 

i ' ) on met en presence : 

nha , ~ Un 6X063 de ^o-organisme, notamment de 

Phage, presentant un complexe P-CMH , obtenu par le precede 
de 1' invention et, 

- un "pool" de recepteurs de cellules T, 
ii • ) on selections les recepteurs de cellules T 
ixes specif liguement avec l es phages portant ^ p _ 

CMH de 1-etape (i-, en eliminant par tout moyen approprie 
1 exces de phage n'etant pas lie de maniere specif igue 

— - on-n^r^e--le S -recepteurs de "c^fes ~T ~ 

1163 ^ ^ s ^^tionnes a l^etape (ii-) a 1<aide ^ 
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sonde specif igue du phage telle «,.„„ 

centre le phage, ^ antxeorps dirig e 

iv') on recupere par tout moyen approprie les 
recepteurs de cellules T marques a 1-etape Uii ) On p eu 
egalement trier ces cellules par tout moyen approprie 

De tels micro-organismes, et particulierement 
les phages, peuvent egalement etre utilises pour moduler de 
man ere specxfxgue 1-activite de ce li ules T 
preferentaellement sous forme immobilisee. 

11 SSt Particulierement en effet ais* 
d'immobiliser des vhan^ ^ , 

auouel il. 6XemPle SUr du P°lystyrene 

auquel xls adherent spontanement , ou par 1 ■ intermediate 

d'antxeorps anti-phage immobilises, ou encore en uti 1 
des vecteurs de phages modifies exprimant par exemple Z 
peptides qu. f avorise leur , ^ P - 

des materiaux (33). 

1'utili, L '' nVenti ° n 36 ra ^ orte done egalement a 
1 utalxsatxon de micro-organisme, et plus particulierement 

de phages, presentant un complexe P-CMH a leur surface pour 

la preparation d^une composition diagnostique et/ou 

vacexnale utile pour m0 duler de maniere specif igl 

l'activit<§ de cellules T. -"-"jue 

r*,n >■ ^ ori3inale - 1« ^euxieme mode de 

rea Usatxon du precede est paxUculterement apte a etre 

ZlZTT! COnS f titUti0n de * «i=™-or g anis*es 

exprimant a leur surface un complexe P-CMH. 

diversity / ar . banqUSS dS mi -o-organisme, on entend une 

i >Z2lt mcro ~ or ganismes obtenus par ie * 

1 invention en utxlisant dans Wtape (a) ou (a') une 
sequence codant pour une diversite de peptides antigeniques . 

Ces bangues de micro-organismes, et 
preferentiellement de Dhaae<= = 

~e ^ge..-,- -s^c-u^es-poariT-criblagi 
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des peptides antigeniques a 1-aide un recepteur de cellules 
T, presente sous forme soluble ou a la surface de cellules. 

La presente invention porte done aussi sur 
1" utilisation de banques de micro -organismes decrites ci- 
dessus pour le criblage de peptides antigeniques reconnus 
par un recepteur de cellule T donne. 

Un procede de criblage selon la presente 

invention est caracterise en ce qu-il comporte les e 
suivantes : 

iH) ° n met en P^sence une banque de complexes 

P-CMH selon la presente invention et un recepteur de 

cellules t defini, sous forme soluble ou dispose a la 
surface de cellules, 

ii") on selections les phages presentant le 
complexe P-CMH lies de maniere specifique avec le recepteur 
T de 1-etape (i") en eliminant les phages qui ne sont pas 
lies de maniere specifique par tout moyen approprie, tel 
*M qu'un lavage^ 



15 
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in") on recupere par tout moyen approprie dans 
les phages selectionnes a l^etape (ii-) ia s<§qU ence 
nucleotidique codant pour le peptide antigenique. 

II est aise pour l'homme du metier de recuperer 
la sequence nucleotidique d'un peptide provenant d'une 
banque de peptides. II l ui suffit , par exenple> k ^ 

la construction utilisee en (a) ou (a-, d-obtenir la 
sequence nucleotidique incluse dans ladite construction et 
codant pour le peptide antigenique. 



Un autre objet de la presente invention est un 
peptide selectionne par le procede de criblage objet de 
-1-i-nventionT-En— e-ffetT-les-peptides seliclionnes sont" 
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reconnus par les receptees de cellules T et en consequence 
sont dotes de proprietes immunologiques . 

Un objet supplemental^ de la presente invention 
consiste done en 1 "utilisation d'un peptide selectionne par 
une methode de criblage selon 1 • invention pour la 
preparation d'une composition diagnostic^ et/ou 
pharmaceutique destinee a moduler l'activite des cellules T 



D'autres caracteristiques et avantages de la 
presente invention apparaitront dans la description 
detaillee qui suit et qui se refere aux dessins en annexes 
dans lesquels : 



- La Figure 3 represente differents exemples 
d< assemblage de sequences permettant d'exprimer des 
complexes P-CMH. Dans les figures et les exemples qui 
suivent, K d est le domaine d'un produit du CMH (H-2K* murin) 
our lequel les travaux des Inventeurs ont ete effectues. 

A : L'ADN codant pour le peptide antigenique, le 
peptide de liaison, les domaines extracellulaires <xl, a2 et 

a3 de K<3 et la p2-microglobuline murine ont ete assembles 
par PCR. 

B : Les complexes P-CMH covalents ont ete 
exprimes sous la forme d'une fusion avec le peptide signal 
de la proteine pectine lyase B ( Pe l B ) et avec des sequences 
fonctionnelles differentes selon le vecteur de clonage 
utilise. Dans le vecteur de type phage fd-med, la sequence 
fonctionnelle code pour la proteine de surface mineure du 
phage <g3p) ; dans le vecteur de type phagemide pAb-tag, la 
sequence fonctionnelle code pou r un pept id e etiquette c-my c- 
1- -(tag)- -et-w-c^-d-on ^t^^rT-o^s - !^ ^^ du type ~ 
phagemide P Ab8, la sequence fonctionnelle code pour la 
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proline majeure do surface du phaga (g8 p, . ^ ce vecteur 

deferents argents des do«ines du „ ont " e , 
exprimes. ece 

.... ° : La s ^ ence codant pour l e peptide 
antique a ete egalement clone en fusion 
seances codant pour le peptide si gn al PelB, le peptide de 
liaxson, et avec differentes seances fonctionnelles . Les 
complexes P-CMH non covalents ont ete realisee p" 
-cubation avec des molecules de K d produites independent 

, Site d ' interactio « ^ Ribosome ; LacZ • 

sequence du promoteur inductible du gene Lac , g3p L .' 
Peptxde signal naturel de la proteine g 3p de « ^ ^ ^ 
genome de fd med est interrompu par la presence de ' 2 

ZLL'JL. proteine mature attendue est - 

- La figure_2 represente la caracterisation de 
protemes de fusion P-mhc dans 1-espace periplasmigue 

mcti &n i Jt A : Sandwich ELISA montrant la presence de 
molecules P-K< solubles dans 1-espace periplasmique de E 

7 L * fnr mees av o c le& ^urg decrits dans la • 

1. Des extraits periplasmiques (abscisge) qu J 

de m : 1 * cuies de Kd produites - - — - a 

(ronds plexns, sont incubes dans des puits de plastigue 
recouverts par 1'anticorps monoclonal 20.8.4S (dirige centre 
les domaines al/«2 de K*, et rev61es a ^ diun 

biotine SP-l.l.l (dirige centre le domaine «3 de K d> cet 

anticorps etant lui-meme revele par un anticorps anti- 
bxotme conjugue a la peroxydase. 

B ! anal y se P ar Western blot des proteines 
Perrplas^es rtval.es avec un anticorps anU-c^c 
=on,uone a !a peroxidase. scA* , anticorps si^e chl „e 
controle OKT3. ^wax«e 

peotid* T G " : ~ Stimuiatl °^ a - -ellu-les- T~ipecif igues d " " 
Peptxde HA et restreintes a K* a 1 -aide de molecules solubles 
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P-K (2 ng / ml) immobilisees sur le plastique en utilisant 
de l'ayidina et un anticorps biotine SF-l.l.i. PMA-Iono- 10 
ng/ml phorbol 12- myristate 13- acetate, 150 ng/ml 
icnomycine , anti-TCR : anticorps anti- TCR biotines (1 
yg/ml, resultats exprimes sous la forme de la valeur moyenne 
de 3 valeurs avec deviation standard. 

La figure 3_ represente 1 'expression de 

complexes P-CMH a la surface de phages. 

ELISA montrant 1 ' interaction de differentes 
dilutions (abscisse) de phages Kd-fd exprimant le peptide HA 
(ronds pleins), Cw3 (triangle pleins) ou PbCS (carres 
Plexns, ou bien 1 • interaction du phage sauvage fd (triangles 
vxdes) avec des puits en plastique recouverts avec 
1' anticorps anti-K^ 20.8.4.S (dirige centre les domaines ai 
et <X2, cadre superieur) ou bien avec 1- anticorps SF-l.l.i 
(dirige contre le domaine «3, cadre inferieur) . En insert: 
inhibition de 1 ■ interaction de fd et de K<-fd (abscisse, en 
Presence (barre creuse) d'un exces d- anticor ps solubles 

/ fl Q AO / J> ■ . . 
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20.8.4S (moyenne ± deviation standard, n=3) . 

- La figure 4 represente la caracterisation 
biochimique de complexes P-mhc exprimes a la surface de 
phages . 

En A : ELISA montrant 1 • interaction de plusieurs 
dilutions (abscisse) de phages K d -fd exprimant les peptides 
HA (carres), Cw3 (ronds) ou PbCS (triangles) avec les 
anticorps immobilises sur le plastique 20.8.4S (anti-K* 
symbole plein, ou avec 1- anticorps 57D1 (anti-g3p N- 
termmal, symbole vide) comme contr61e les phages Cw3-K d -fd 
ont ete immunopurif ies sur un anticorps anti- K d SF-l.l.i 
avant la realisation du test (losanges) . 

En B : analyse par SDS-PAGE 12% des proteines du 
Phage -sauvage-f du-^hage-^rimaFt-1^^— ^i^' 
chaine controle OKT3 (scAb-fd) et les phages HA- K d-f d 
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(environ 3 . 10* c.f.u.,. LeS Westerns blots ont ate reveles 
avec un anticorps g3p s , ivit d - un „ anti-sour" 
c™ a la peroxydase et chi B i luminescence . ^ 
1 echantUlon de phage immunopurifie <zp) la chaine ^ 
de 1 antxcorps monoclonal SF-l.l.i est visible sous la forme 
d une large bande de masse moleculaire de 50 Kd. 

- La fiqure § illustre la specificite de 
Interaction de complexes P-mhc presentes a la surface de 
phages un TCR. 

En A: interaction (ELISA) du phage sauvage fd 
(barre doublement hachuree) ou bien du phage p-*JL £d 
exprxmant le peptide Cv3 (barre pleine) , le peptide ha 
(barre hachuree) ou le peptide PbCs (barre vide) avec le TCR 
recombinant simple chaine Cw3-l.l (3 ug/ml, specific de 
CW3, restreint a K*. moyenne plus Qu moins 

standard, n=9> , l e TCR soluble Kb5-C20 (3 ^ g/ml TCR 

alloreactif anti-Kb n _-i) „„ . . 

anci k , n-3), ou bien des proteines du lait 

(n=6> * ** : L ' interaction des phages Cw3- K d-fd avec le TCR 
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Cw3 1.1 esL siynificatxvement plus importante (p<0.001) que 
celle du phage HA- K d- fd( et £ galmt plus importante ^ 
celle du phage Cw3-Kd- fd au TCR Kb5-C20. 

En B : Analyse comparative de 1 ' interaction 
(ELISA) des differences dilutions (abscisse) de Cw3- K d- fd 
Phage avec !• anticorps monoclonal 20.8.4.S immobilise sur du 
Plastique (1 m , ml , mticOKpB ^ / ^ 

rond), le TCR CW3-1.1 (1 Rg/m i, carre) ou le TCR ( [ 
mr / ml, triangles) . 

En c : Analyse comparative de 1 • interaction 



— ^^Jw^v- — _ *■ — >--rr_^_. ioviiiijuj.es 

Plexns ou bien le peptide HA (synboies vides, evec le TCR 

immobilise sur du Dlast-irm<* /& 

piastique l a concentration de 
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10 llg I mi, carres). Les titres H« «», 

cicres de phages Cw3-K<3-fd 
(abscisse) ont ete corriaes (■* o n 

ges (x Pour permettre de 

comparer a egalite sa reactivite envers i.*„f 

envers 1 anticorps anti-Rd 
20-8.4S (1 Mg / ml, avec celle du phage HA-K^-fd (i nsert 
5 ronds) . 

le peptide L de *-*»"fd exprimant 

le peptide Cw3 (barres pleines, , Q u bien le peptide HA 
(barres hachurees, , ou bien le peptide ^ ( J^J^ 
apres une seule etape de selection centre le TCR J 
immobilise sur le plastique (a 1* CW3-1.1. 

v antique (a la concentration de 10 
US/ml), ou bien apres selection centre l e TCR Kb5-C20 
(immobilise a la concentration de 10 w/WL)f ou bien apr , s 

selection centre des proteines du l ait i^K-i- - 
(abscisse). immobilisees 

- La fifflu^ represente la caracterisatien de 
complexes P-CMH non cevalents presentes a la surface de 

— ; En A: i n te rac tion (ELISA) des phages K a -HA-M13 

(carres, et K^-HA-fd (rends,, exprimant l e complexe 11 
covalent M . avec Kanticorps anti-K* 20...J7!£oZ 
pleins, Mobilise a la concentration de 1 , g , ml , moyenne 

Plus ou meins deviation standard, n=3, ou bien avec des 
proteines du lait (symbole vide, . 

En B: interaction (ELISA, des phages A2-HA-M13 
C osanges et A2-POL-M13 (triangle, exprimant le co^lexe 

non covalent POL-A2 avec 1' anticorps anti-HLA-A2 bTuI 
(symboles pleins, immobilise a la concentration de 1 ^ / 

ml, moyenne pl us OU moins deviation standard, n=3, ou bien 

des proteines du lait (symboles vides, . 

En C : Marquage (FACS, des cellules 2D4 
expr^n^t le TCR **** ■ 2D4__ 

^ * y pnae "A et restreint a k" a 

i aide de phages Kd-HA-M13 exorimant- i~ 

exprimant le complexe HA-Kd lie a 
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1- gap (histogramme plain) . Les cellules on ete incubees a 
C avec les phages, lavees, incubees avec un anticorps 
antx-phage bxotine, lui-meme revele par de la streptavidine 
marquee a la phycoery thrine . Le nombre de cellules 
(ordonnee) emettant la fluorescence specific (abscisse) 
est xndique. En vide, marquage de cellules contr61es 
nexprxmant pas le TCR, et des ^ ^ ^ 

cellules en presence d'une inhibition par 10 M g d'anticorps 
anti-K d 20.8.4S. 

1 ~ Materiel eb raehWl,^ 



D Constrll^^innc 

winn L6S PCR ° nt 6t6 ^alisees dans un thermocycleur 

PTC100 (MJ Research) et les cycles ont ete les suivants • 30 
cycles (95o C 40 s, 55 o C 1 min . , 72 o c 2 ^ Q 5 ^ 

d- oligonucleotides, 250 mM de dNTP , 1.5 mM de MgC12 et 20 
U/ml d-ADN polymerase Tagr. Les produits de PCR ont ete 
dxgeres par des enzymes de restriction obtenus chez New 
England Biolabs, puis purifies par wizard Prep pgr 
(Promega). Les sequences d'ADN ont ete verifiees sur les 
deux brins en utilisant des kits de sequences et un 
sequenceur automatique ABI 377 de chez Perkin-Elmer La 
reverse transcriptase derivee de 1'AMV a ete obtenue de 
Boehnnger Mannheim (TITAN™ 1 tube RT-PCR kit) 



2) Express inn Hps ph^^o 

Les titres de bacteriophages ont ete mesures 
sous la forme d'unites formant colonies (c.f.u.) en comptant 
le nombre de colonies d'E. Call resistances a 1 ' antibiotique 

approprie.-obt-enues- ^^s-^^^^^—^-——-^- 
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TGI avec plusieurs dilutions differentes de suspension de 
phages . 
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3) Western RW 

Les proteines solubles et les proteines du phage 
ont ete soumises a une analyse par electrophorese en gel de 
polyacrylamide en presence de 12% de SDS (12% SDS-PAGE Gels 
Novex, San Diego, Californie) dans des conditions 
reductrices, le contenu des gels a ete ensuite transfere par 
electroblot sur des membranes de nitrocellulose (Hybond C 
extra, Amersham) , les membranes ont ete ensuite bloquees par 
1' addition d'une solution de lait ecreme dans du tampon 
Phosphate salin (PBS) et analysees avec un anticorps 
monoclonal 9E10 dirige contre 1'epitope c-myc-1 (Invitrogen 
dilution 1/1000 dans une solution de PBS, 1 g / 1 Tween-2o' 
PBS-Tween) ou bien 1- anticorps anti-g3p specif iquement 
dinge contre le troisieme domaine de la g3 p qui est 
necessaire a 1 • incorporation de cette proteine dans la 
particule virale (Eurogentec, dilution 1/1000 dans une 
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solution de PDS-Tween) , A p res incubation avec les anticorps 
les membranes ont ete revelees par 1' addition d'un anticorps 
anti-souris marque a la peroxydase (dilution 1/1000, Sigma) 
ses anticorps ont ete detectes par chimiluminescence (kit 
ECL, Amersham) . 



4) ELISA 

Pour les test ELISA, des plaques a micro-puits 
en polystyrene (Nunc) ont ete recouvertes par incubation 
pendant toute une nuit d'une solution de PBS contenant 
dafferents anticorps, a 4°C. Les anticorps utilises sont 
l'anticorps 20.8.4S dirige contre les domaines al et a2 de 
la molecule K d (done ATCC HB-11) , 1' anticorps monoclonal 



-SF-l.l-l dirige contre le troisieme domaine a3 de la 
molecule K d (c i on e ATCC HB-159, de chez Pharmi gen ) , 
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l'anticorps monoclonal B-9 12 1 Mo ^v,^„ T 

* <de Ghe z Immunotech), dirige 

contreles molecules HLA de classe I, Wnticorps monoclonal 
57D1 dxr lge contre la proteine g3 p du phage M13 (un don du 
Docteur Monaci, IRBM, Rome, italie, , et un anticorps de 
lapxn anti-phage-fd (Sigma) . Des mol , cules recombinantes 
solubles de TCR simple chaine ont ete egalement immobilizes 
a la surface de plaques EL1SA . Ces TCR solubles Cw3-1 1 et 
Kb5-C20 ont ete produits et fournis par le Docteur c 
Gregoire du Centre d'Immunologie a Marseille, en France 

(34). Apres saturation en Dr^qpnrp i 

, Uli eu presence d une solution de lait 

6cr£me dans du PBS (40 g de lait RprHi^-n- a„ - 

y ^ ±aiz K egiiait ecreme pour 1 1 de 

PBS) pendant 2 heures a 25°C, les phages ou ^ ^ 
penplasmiques dilues dans du PBS-lait ont ete ajoutes aux 
Plaques pendant 2 heures, puis laves trois fois a Wide 
PBS-Tween, puis laves deux fois a 1'aide de PBS. Les phages 
restant attaches aux proteines immobilisees sur le 

polystyrene ont ensuite ete reveles 

cue reveies avec un antxcorps anti- 

M13 marque a la peroxydase (Sigma, dilution 1/3000 dans du 
PBS-lait pendant 1 heure) . Les molecules solubles restant 
attach ees aux plaqu es de polystyrene ont elles ete revelees 
avec un anticorps biotine SF-l.l.i (Pharmingen, 1 Ug / m i dans 
du PBS-lait, suivi par !■ incubation avec un anticorps anti- 
bxotxne marque a la peroxydase (Sigma 1/5000 dans du PBS- 
lait). Apres trois lavages en PBS-Tween, l'activite 

peroxydase a 6te detectee nar a H ftl1h ^ 

wccee P ar a] out du substrat TMB 

(Pierce) . 
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5 > Test de nrnlifpr^inn des rfa11n1oo ^ 

Pour les test de proliferation cellulaires, les 
cellules CDS purifiees ont ete isolees a partir de la rate 
^_de^_gan g iip m _lymphatiques- de-sour-is- transgeniques-pour 
le TCR specifique du peptide HA et restreint a la molecule 
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K d (35) . Les cellules ont ete purif iees grace a 
1 'utilisation de l'anticorps de rat 53-6.7 dirige centre la 
molecule CDS murine (Pharmingen) par selection positive a 
l-aide de billes magnetiques recouvertes d'anticorps anti- 
5 rat (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Allemagne) . Par 
analyse cytof luorometrique, il fut determine que 90% des 
cellules ainsi selectionnees etaient de phenotype CD8+ BV8+. 
La proliferation cellulaire des cellules purif iees (1()5 
cellules purif iees dans un puits de culture) a ete mesuree 
10 apres 48 heures de culture cellulaire en mesurant 
1 • incorporation de thymidine tritiee pendant une periode de 
12 heures . 



II - Resultats 



1 " Construction de soonencRs m ^ nt. P ™ r ^ 
enchainements d«* domains Hn pmw 

Cette methode permet d'obtenir l'ADN codant pour 
differents enchainements d'un ou plusieurs domaines du CMH. 



Dans cet exemple, les Inventeurs se sont interesses a 
1' allele du CMH murin H-2K*. L'ADN codant successivement pour 
1 ' enchainement 0Cl-a2-a3-L15-B2m de K d et la p2- 
microglobuline murine, ou L15 est un peptide de liaison de 
15 aminoacides (Fig. 1A) , ont ete donnes par Jean-Pierre 
Abastado (Institut Pasteur, Paris, France, Mottez et al. 
1995). cet ADN a ete amplifie par PCR en utilisant les 
oligonucleotides suivants : 5--GGT GGC CCG GGG GOT GGT TCT 
GGG GGT GGG GGC CCA CAT TCG CTG AG et 5 1 -AAC AGT TTC TGC GGC 
CGC CAT GTC TCG ATC CCA GTA GAC G qui permettent d'ajouter 
des sites de clonages Xmal et Notl. L ' ADN codant pour le CMH 
a ete initialement clone dans le plasmide pBluescript KS+. 

Pour obtenir u n e nchaine m ent al-a2-L1 8-B2m, ou 

L18 est un linker de 18 aminoacides, la construction 
precedente a ete digeree avec BajnHI et Bglll et les 
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extremites ont ete reassociees. Alternativement, pour 
obtenir un enchainement al-a2-a3, la mime construction a ete 
digeree avec AccI et Snffi, les extremites ont ete traitees 
par le fragment de Kleenow de la polymerase en presence de 
5 dNTP, puis reassociees. Pour obtenir un enchainement ai-a2, 
cette derniere construction a ete digeree avec BamHI et 
Bcrlll et les extremites ont ete reassociees. 

Une construction de controle codant pour un 
antrcorps simple chaine (scAb) a ete obtenue par clonage du 
fragment variable simple chaine de 1-anticorps monoclonal 
OKT3 (36) en utilisant une procedure d'assemblage par PGR 
similaire . 

2 - SanstriictioB de sigueaces qq^^ n »nr ^ 

Peptides anhi^jop,^ 

Cette methode permet d' obtenir les sequences 
d' ADN codant pour differents peptides antigeniques. Dans cet 
exemple, les Inventeurs se sont interesses au peptide 
ant i g en qu e HA do s e qu e nce I YSTVASSL, correspondant aux 



„*„„^ t ^uiicbponaanc aux 

residus [515-523] de 1 • hemaglutinine du virus de la grippe 
(37) ou bien Cw3 de sequence RYLKNGKETL, correspondant au 
residu [170-179] de la molecule HLA-Cw3 (38), ou bien PbCs 
de sequence SYIPSAEKI correspondant au residu [252-260] de 
la proteine Circumsporozoite de Plasmodium Berghei (39) 
L ' ADN double brin codant pour les peptides antigeniques 
(Fig. 1A) a ete construit par pgr en utilisant un 
oligonucleotide anti-sens 5--ACC CCC CGG GCC et un 
oligonucleotide sens presentant la sequence generique 
suxvante : 5 ■ -GCC CAG CCG GCC ATG GCC-X-GGT GGC CCG GGG GGT 
GGT TCT GGG-3- ou X code pour le peptide antigenique. X 
signifie ATC TAC TCT ACT GTT OCT TCT TCA TTA pour le peptide 
HA, ou bien CGT TAT TTG AAA AAC GGT AAA GAA ACT TTG pour le 

- -pept-ide-ew3— ou--bien- TCT- TAC -ATC CCA~ AGC~GCA~GAA ~AAA ~ATA~ 
pour le peptide PbCS. 
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3. Assembl age des sequences 

Cette methode permet 1' assemblage des sequences 
d'ADN codant pour un peptide signal, un peptide antigenique, 
un peptide de liaison, un ou des domaines du CMH, e t 
differentes sequences f onctionnelles . 

Dans cet exemple, les Inventeurs se sont 
interesses au peptide signal PelB qui permet le clivage de 
la proteine exprimee exactement avant le premier residu N- 
terminal du peptide antigenique (Fig. ia) et a un peptide de 
liaison de 15 aminoacides (Fig. 1a) . 

L' assemblage des sequences codant pour les 
proteines de fusion entre le peptide signal PelB, le peptide 
de liaison, le peptide antigenique, les domaines du CMH et 
la proteine g3p, a ete realise par clonage entre les sites 
Sfil et NotI dans le vecteur phage fd-med, derive de fd-DOG 
(40), qui porte le gene de resistance a la tetracycline et a 
ete fourni par le Docteur I. Fisch de l'ecole Polytechnique 
Federale a Lausanne en Suisse. Le vecteur fd-med presente 
les avantage s d'introduire un codon stop dans le gene codant 



pour g3p, en 1' absence d'ADN complementaire insere. De cette 
maniere, les cellules transferases avec fd-med ne produisent 
que de tres faible titres de phages (moins de 10* c.f.u. par 
litre de culture) . Les vecteurs obtenus, P-CMH-fd, 
25 permettent 1' expression de phages presentant des complexes 
P-CMH covalents lies a la g3p. II ont ete electropores dans 
des bacteries de souche DH10B fournies par la compagnie 
Gibco . 

L' assemblage des sequences codant pour les 
proteines de fusion avec la proteine g8p du phage au lieu de 
la g3p a ete realise par clonage entre les sites Sfil et 
NotI du vecteur P Ab8, qui porte le gene de resistance a 
l'ampicilline. Ce vecteur a ete obtenu en amplifiant la 
spencer -codanlT Ta--ggp" - du" phTge - ^? - PCR~en" utilisant" Te 
35 phage fd comme matrice et les amorces sens 5 ' -GAT TCT AGA 
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GGT TCG GCC GCA GCT GAG GGT GAC.GAT CCC GCA et anti-sens 5' 
AGT GAA TTC TTA TTA GCT TGC TTT CGA GGT GAA TTT, puis en 

i e fr r ent obtenu * ia piace du f ™ 

de pAb-tag. Les vecteurs finalement obtenu, P-CMH-pAbS 
pennettent 1'expression, a 1'aide de phage helper, de phages 
presentant des complexe P-CMH covalents lies a la g 8 p n 
ont ete electropores dans des bacteries de souche TGI. 

L assemblage des sequences codant pour l es 
protexnes de fusion entre le peptide signal Pels, le peptide 
de liaison, le peptide antigenique, les domaines du CMH et 
un peptide etiquette, a ete realise par clonage entre les 
sxtes Sfil et NotI du vecteur pAb-tag, un derive du vecteur 
PUCUS (40, qui porte le gene de resistance a l^icillLe 
et qui ete fourni par le Docteur G. Winter, mrc, Cambridge, 
Grande-Bretagne. LeS vecteurs obtenus, P-CMH-pAb-tag 
permettent ^expression des proteines P-CMH solubles apre! 
induction du promoteur LacZ. lis ont 4t6 electropores dans 
des bacteries de souche DH10B foumies par la compagnie 
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4> tegewiblaqp sequent perjng^ant ^ 

de complpypc P -CMH nnn covalpnhc 

Cette methode permet de transformer les 
sequences d'ADN obtenues dans 1'exemple 3 en vue de la 
production de complexes P-CMH non covalents. Dans cet 
exemple, les inventeurs se sont interesses a transformer le 
vecteur HA-K*- P Ab-tag en reliant directement le peptide de 
liaison au site NotI du vecteur pAb-tag ( Fig . lc) . Un 
fragment de PGR a ete obtenu en utilisant le vecteur pAb-tag 
comme matrice et les oligonucleotide sens 5 < -CAG GAA ACA GCT 
ACC A St ^ti-sens S'-AGC TGC GGC CGC CCC ACC CCC AGA 
ACC. Ce fragment a ete insere dans le vecteur HA-Kd- P Ab-tag 
entre les sites Sphl et NotI pour ob tenir le vecteur HA-pAb- 
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antigenique, un peptide de liaison de 15 aminoacides, et un 
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peptide etiquette sous forme soluble. La meme transforation 
a ete appliquee a differents vecteurs P-CMH-pAb8 et P-CMH- 
fd. 
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diversity, aleatoire dP peptide aatAg eplgujgs 

Cette methode permet d'exprimer la totalite des 
variants desire d'un peptide antigenique. Dans cet exemple 
les Inventeurs ont clone dans un premier cas les variants du 
pept.de antigenique HA aux positions 4 et 6 (de sequence 
IYSTxVxSSL ou x represente n'importe quel aminoacide, et 
dans un second cas tous les variants conservant les residus 
d'ancrage a la molecule K d (de sequence xYxxxxxxxL, . l-ADN 
codant pour ces diversity de peptides antigeniques a ete 
construit par PGR en utilisant comme matrice le vecteur pAb- 
tag, un oligonucleotide sens 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC A et 
un oligonuleotide anti-sens presentant la sequence generique 
suivante : 5 ' - ACC CCC CGG GCC ACC X GGC CAT GGC CGG CTG GGC 
CGC, ou x code pour une diversite de peptides antigeniques 
X signify TAA TGA AGA MNN AAC MNN AGA GTA GAT dans le 
premier cas, et TAA MNN MNN MNN MNN MNN MNN GTA MNN dans le 
second cas. Les fragments obtenus ont ete digeres avec SphI 
et Xmal et clones aux memes sites dans les vecteurs decrits 
Figure IB. Le sequence de 36 fragments obtenus a montre la 
diversite attendue aux positions variables. Cette methode a 
egalement ete utilisee pour doner le peptide antigenique 
POL, derive du gene pal du virus VIH, de sequence ILKEPVHGV 
a 1'aide d'un oligonucleotide ou X signifie CAC GCC GTG CAC 
TGG CTC TTT AAG GAT. 



6 - Co ^truction de ^rj,^^ 
diversite de p e ptide MiHg A pi gnn . d erive *, m 

Cette metho de permet d'exprime r la tot alite des 

dxfferents peptidiques d'une longueur comprise entre 8 et" 12 " 
aminoacides pouvant deriver d'une proteine particuliere 
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Dans cet exemple, les peptides sont issus des variants de la 
protease du virus VIH-1 isoles du sang d'un patient. 

L'ARN total a ete extrait a partir de 1 ml de 
sang de patient contenant des cellules infectees selon 
5 Sambrook (30) . L'ADNc correspondant aux transcrits de la 
protease de VIH a ete amplifie par reverse transcription 
suivie d'une PCR (RT-PCR) en une seule etape, a l'aide des 
amorces 5 ' -AGA GCT TCA GGT TTG GGG et 5'-AAG CCA GGA ATG GAT 
GGC. Les sequences specif iques ont ete a nouveau amplifiees 

10 par PCR avec les amorces 5'-GAA GCA GGA GCC GAT AGA CA et 
5'-CCT ATT GAA ACT GTA CCA GT. 100 pg du produit de PCR ont 
ete fragmentes par digestion controlee a la DNAse-I (30). 
Les fragments mesurant environ 30 paires de bases ont ete 
purifies par gel d' agarose, purifies, traites par la T4 DNA 

15 polymerase et le fragment Klenow de la DNA polymerase I, 
associes a un adaptateur a bouts francs specif iquement congu 
permettant de les doner dans le site Nael du vecteur pAb- 
tag. Le sequengage de 36 fragments obtenus a montre que 30 
fragments avaient 24 a 36 paires de base et codaient pour la 

-2-0 prote a se d u VIH. 



7 . Expression de complexes P-CMH covalents 
solubles et fonctionnels dans le p£riplasme . 

Cette methode permet d'exprimer des complexes P- 
25 CMH covalents dans le periplasme d' E. Coli et de verifier 
qu'ils sont replies de maniere appropriee. Dans cet exemple, 

les Inventeurs ont exprime des complexes P- K d muni du 
peptide etiquette c-myc-1 et les ont caracteris^s . 

Les clones bacteriens transfectes avec un 
30 vecteur P-CMH-pAb-tag ont ete cultives pour multiplication a 

37 °C dans un milieu 2YT comprenant 100 Jlg/1 d' ampicilline, 

10 g/1 de glucose jusqu'a ce que la densite optique de la 

culture - at t eigne-0^ 6 -par-mesure-de- dens rte— opt i*qae~"a — 6 0 0 "raa . 

L 1 expression prot£ique a ensuite ete induite dans les 
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bacteries par 1' addition d ' isopropyl-p-D-thiogalactoside (1 
iriM) pendant une duree de 4 heures a la temperature de 3 0°C. 
Les bacteries ont ete ensuite centrifugees et les culots 
bacteriens ont ete incubes pendant 45 min. a 4°C dans une 
solution comprenant 2 mM de Tris-HCl pH 8.0, 0.5 M sucrose, 
0.5 mM EDTA. Apres centrif ugation (10 000 g pendant 20 min.) 
les extraits periplasmiques ont ete filtres (0.22 mm) et 
stockes a -20°C. 

Les resultats montrent (Fig. 2) que des 
molecules recombinantes HA-K d et Cw3-K d sont produites et 
peuvent etre extraites du periplasme de E. Coli apres 
induction. D'une maniere interessante, les proteines de 
fusion interagissent specif iquement avec les anticorps 
monoclonaux 20.8. 4S et SF-1.1.1 qui reconnaissent des 
epitopes conf ormationels presents sur les domaines al/a2 et 

les domaines a3 de K d , respect ivement (Fig. 2A) . Les 

proteines HA-K d et Cw3-K d ont ete ensuite quant ifiees par 
une methode EL ISA en sandwich (environs 500 et 30 ng/1 de 



culture bacterienne, respectivement Fig. 2A) . Finalement, 

des molecules HA-K d peuvent Stre detectees par Western Blot 
a la taille attendue (50 kDa, Fig. 2B) . 

Les resultats montrent egalement (Fig. 2C) que 
la conformation adoptee par le complexe P-K d covalent 
s6cr6te dans le periplasme est capable d'entrainer la 
stimulation specifique de cellules T comme cela a ete decrit 

pr^cedemment k partir de complexes P-K d covalents produits 
dans des syst&nes eucaryotes (26) . 

Les extraits de proteines periplasmiques 
contenant des molecules P-K d solubles ont ete immobilisees 
sur du plastique grace a 1' anticorps monoclonal SF-1.1.1 lui 
mem e immobilise (1 ^lg / ml en PBS) . Cet ant icorps ne g §ne 



pas 1 1 interaction entre P-K d et le TCR (41). Comme il est 
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montre dans la Figure 2C, les complexes HA- K d immobilises 
sont capables de stimuler de maniere specif ique du peptide 
HA des cellules T restreintes par la molecule K* alors que 
des quantites similaires de complexes Cw3-K<* immobilises, ou 
bien d'un anticorps simple chaine controle, n'ont aucun 
effet sur ces cellules memes T. L ' activation des cellules T 
est inhibee d'une maniere specif ique par un exces (10 ug/ml) 
d' anticorps monoclonal 20.8.4S. 

8 - Expression de complexes P-om * i a xurfar-* *~ 
phages - premiere m^thnrte . 

Cette methode permet d'exprimer des complexes P- 
CMH a la surface de phages. Dans cet exemple, les Inventeurs 
se sont interesses a exprimer les complexes P-K d covalents 
li6s a la proteine g3p grace a un vecteur de type phage 
(Fig. 1A, fd-med) et a caracteriser les complexes obtenus. 

Les clones bacteriens transfectes avec un 
vecteur P-l^-fd ont ete multiplies par culture a 37°C en 
mil i eu 2YT compronant 15 ^g/iul de tetracycline, 10 g/1 de 



glucose jusqu'a ce que la culture atteigne une densite 
optique de 0.9 a 600 nm, pour etre ensuite maintenue en 
culture pendant 16 heures a 30°C. Les particules de phages 
ont ete precipitees a partir du surnageant de culture en 
ajoutant a ce dernier un volume de polyethylene glycol 8000 
25 (Sigma, 200 mg/ml dans 2.5 M NaCl) pour 4 volumes de 
surnageant de culture. Le precipite a ete remis en 
suspension dans une solution de PBS comportant 3 g/1 de BSA, 
et filtre (0.45 Mm) et stocke sous forme d 1 aliquot a -20°C. 

Quand un mini-gene est introduit dans le 

30 genome de fd-med (Fig. 1A) des titres tres eleves de phages 
sont secretes dans le surnageant (de 0.1 a 5 10 1 3 c.f.u. par 
-li-tre-de— cuTtureT - dans ~diTf erenteT'^dTtio^s" de _ cultureTr 
Des titres comparables de phages HA-K^-f d, de phages PbCs- 
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K d -fd et de phages exprimant l'anticorps simple chaine 
controle, ont ete obtenus. 

* - 

La figure 3 montre que les phages P-K d -fd 
interagissent de maniere specif ique avec les anticorps 
5 monoclonaux 20.8.4S et SF- 1.1.1 qui reconnaissent des 
epitopes conf ormationels presents sur les domaines al/a2 et 

a3 de K d , respectivement . Le niveau de bruit de fond a ete 

defini gr&ce a 1 'utilisation du phage sauvage fd ou apres 
competition avec un exces d 1 anticorps solubles appropries 

10 (Fig. 3, insert) . Par ailleurs, les phages P-K d -fd peuvent 
etre immunopurif ies de maniere efficace a l'aide d'un tube 
en plastique recouvert de l'anticorps monoclonal 20.8.4S 
dirige contre K d (utilise a la concentration de 10 ug/ml 
dans 0.5 ml pour 1 ' immobilisation) . La fraction de c.f.u. 

15 retiree par immunopurif ication (par rapport a la quantite 
initialement introduite dans le tube) etait respectivement 
de 0.25%, 0.38% pour HA-K d -fd et pour Cw3-K d -fd alors 

1 1 immunopurif ication sur des proteines de lait seul ne 

permettait pas d' immunopurif ier plus de 0.001% de phages. 

20 D'une maniere interessante, la fraction de HA-K d -fd 
selectionnee apres immunopurif ication decroit de 0.25% a 
0.04% quand le phage a ete produit a 37°C au lieu de 30°C. 

Le nombre de molecules f onctionnelles P-K d 
presente par phages infectie\ix a ete determine grSce a 3 
25 diff6rents types d' experiences. 

a- La concentration des molecules K d 
correctement repliee h ete determinee dans les suspensions 
de phages par un test de sandwich ELISA, comme dans le cas 

de la molecule K d soluble (110 et 17 ng/1 de culture 

30 bacterienne pour HA-K d -fd et CW3-K d -fd, respectivement) . Du 

point de vue de la mo larite, ceci c orrespond a envi ro n 0.01 

et 0.015 molecules de CMH par unite infectieuse de phages, 
respectivement . 
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b- L 1 interaction du phage avec les anticorps 
monoclonaux anti-K d et 57-D1, ce dernier etant specif ique de 
la partie N-terminale de g3p, a ete comparee (Fig. 4a). Pour 
obtenir le meme signal ELISA (c 'est-a-dire le raeme nombre de 
5 phages attaches au plastique) il etait necessaire 
d'introduire 100 fois plus de phages quand ceux-ci etaient 
immobilises avec n'importe lequel des anticorps anti-K d 
(environ 10 9 c.f.u./ml) que lorsque les anticorps anti-g3p 
dtaient utilises (lxlO 7 c.f.u./ml). Comme contrSle, des 

10 phages P-K d -fd ayant et6 immunopurif ies au prealable sur des 
anticorps anti-K d immobilises (et qui done expriment tous au 
moins une molecule K d par phage), sont, dans ce cas, aussi 
reactifs vis-a-vis de l'anti-g3p que de l'anti-K d (Fig. 4a). 

c- L'immunopurification des phages K d -fd sur des 

15 tubes recouverts d* anticorps anti-K d 20.8.4S etait environ 
60 fois moins efficace que sur des tubes recouverts d'anti- 
g3p (0.12% contre 7.4%). 

-Done., — on — pe ut — e s ti mer — qu 1 env ir on — 1 — a — 2% — de 



phages P-K d -fd presentent a leur surface au moins une 
20 molecule f onctionnelle P-K d . 



L 1 analyse par Western Blot des proteines des 
phages a ete realisee a l'aide d'un anticorps monoclonal qui 
interagit avec le domaine C- terminal de g3p (Fig. 4b). Cette 
25 analyse a rev616 deux bandes principales (voir la ligne HA- 
K d -fd) : une bande de poids moleculaire de 70 kDa 
indistincte de la bande observ6e dans la preparation de 
proteine du phage sauvage fd (reference 26), et une bande de 
masse moleculaire d' environ 76 KDa, qui pourrait resulter de 
30 la cassure de la proteine de fusion pres du domaine C- 
t ermin al du domaine o c3 de K d . _ _L_a_bande__attendue 

correspondant k la proteine de fusion complete HA-K d -g3p 
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(d'une mas se moleculaire d- environ no KDa) est visib!. 
des gels etant charges avec 30 fois olus 7 

- ™> - — *** zj: :r; u 

prealable immunopurifies contre un 

re 1111 anticorps anti-Kd 
ln ° obl11 ^ 'voir la ligne HA-K^-fd IP, n 6ar . 
note, la proportion respectlve ^ ^ ™' - 

76 KDa et 60 KDa au sein Ho. - ue J-J.U KDa, 

i^unopurifies etaient tZirl l^TT", ^ ^ 
si.ilaire, mais moins important de la "rot 
anticorps simple chalne fusionnee a g3p ^7 ?T 
dans ce cas. une proline de f^%£^ ( ^£ 
d'envxron 90 KDa), pouvait etre observee Ls purik" 
prealable (voir la i igM scAb-fd dans 1, T purif ^atxon 
d'un clivage proteolytic possible I ' 
Existence d-un deuxiele site d inter t ~* 
Ribosome au sein de la * interaction pour le 

de la se ^ enc e codant pour le domaine _3 de 

K . ce site d' initiation alternatif perxnettant i 
transcription de la r>™t-^-„ Permettant l a 

v e ia proteine mesurant 76 KDa oourr*-^ *- 

supprime par mutagenese dirigee. Pourrait etre 



25 



II etaxt enfin tres important de demontrer 
les phages exprimant des complexe P pmw n ae *°ntrer que 
se fixer , complexe p-cmh covalents pouvaient 

B zlxer specif xquement a un TCR. 

La figure 5 montre que c'est- l* 
an SC la cas < Par exemple 

en utxlisant le phage Cw3- K d-f d . La figure „ 

a il y ure montre que les 
Phages Cw3- K d- fd interagissent avec le tcr m * , . 

• , ■ Le 7011 sxmple chaine 

specie Cw3 et restraint a K°. ^interaction de ce TCR 

presentant K d mais d es peptides . irrelevMtsi 3 

est morns bonne. Aucun des phages utilises .,L ' 
avec le ttp u - lses n lnt eragissent 

molecule „ ^ ^ KBS ' C2 "' ^ " t 1Ui * * 

molecule H-2K , quand celui-ci est immobilise sur 1. 

^^..^^.^entration..-^-.^--^^^- 
des concentration 10 0 fois soperieures de phages C.3- K^d 
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sont necessaires pour obtenir le meme signal ELISA (c'est-a- 
dire la meme quantite de phages immobilises sur le 
plastique) en presence de TCR Cw3-l.l (environ i 0 U 

c.f.u./ml) qu'en presence d'anticorps anti- K d (environ 10$ 
c . f . u . /ml ) . 

Pour etudier 1' influence du peptide antigenique 
presente par les phages P- K d- fd sur leur interaction avec le 
TCR CW3-1.1, on a mesure en parallele 1 • interaction des 
phages Cw3- K d-f d et les phages HA-Kd-fd (fig^e 5c) . Bien 
que les deux types de phages recombinants sont capables 
d'xnteragir avec le TCR, 3 fois moins de c.f.u. du phage 
Cw3- K d-fd sont necessaires pour induire le meme signal 
KLISA, demontrant que le peptide presente module d'une 
maniere specif ique l-avidite du phage pour le TCR. 

Afin d'exclure l-hypothese selon laquelle les 
Phages C W 3- K d-f d interagissent mieux que les phages HA-Kd- fd 
car ils presenteraient plus de molecule K d, des courbes 
d'activite anti-Kd-fd ont ete obtenues dans des experiences 



parallels (Fig. b , insert) et superposees ~ corrigeant 
d'un facteur 2.1 l es titres de phages Cw3- K d-fd reportes en 
abscisse dans la Figure 5C. Avec ou sans (resultats non 
montres) cette correction, les phages Cw3-Kd- fd 

interagissent 3 a 6 fois mieux que les phages HA-Kd-fd avec 
le TCR Cw3-l.l. 

9 - Expression de compl pxp p-pmh a i a surfar - c ^ 
phages - deuxi^n e methods . 

Cette methode permet egalement d'exprimer des 
complexes P-CMH a la surface de phages. Dans cet exemple 
les^ Inventeurs se sont interesses a exprimer les complexes 
P-K covalents lies a la proteine g8p grace a un vecteur de 
-it"- ^nagciTucifc: i r ig . ±a, 



complexes obtenus. 



pAb8 ) et ' a caracteriser les 
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Les clones bacteriens transfectes avec le 
vecteur HA-K d -pAb8 ont ete multiplies par culture a 37°C en 
milieu 2YT comprenant 100 jig/ml d'ampicilline, 10 g/1 de 
glucose jusqu'a ce que la culture atteigne une densite 
optique de 0.9 a 600 nm. Apres centrifugation, les bacteries 
ont ete remises en culture pendant 1 heure a 37°c en 
1' absence de glucose mais en presence de 10" c.f .u. de phage 
helper VCSM13 (Stratagene) , qui porte la resistance a la- 
kanamycine. Apres ajout de kanamycine (50 ug / ml), l a 

culture est prolongee sur la nuit a 30°C. Les particules de 
phages sont recuperees comme decrit dans l'exemple 8. 

Les phages HA-K d -M13 exprimant le peptide 
antigenique HA realises d' apres ce protocole ont ete obtenus 
avec un bon titre (> 10" c.f.u. / 1). C es phages, mais pas 
les phages VCSM13, expriment les epitopes specif iques de K* 
reconnus par l'anticorps 20.8.4S ainsi qu'U a ete mesure 
dans un ELISA en tout point identique a celui de l'exemple 
8. Les densites optiques (moyenne ± deviation standard, n = 
3) ooservees a 450 nm sont representees dans le tableau 1. 



20 



Phage 


An ti corps 


Densite optique 




20.8.4S 


1.075 ±0.133 




aucun 


0.020 ± 0.005 


VCSM13 


20.8.4S 


0.032 ± 0.010 




aucun 


0.027 ± 0.005 


Tableau 1 1 



Ces r^sultats montrent que les complexe P-CMH 
25 expr-imes— par— cette— methode ~sdnt ^r^sents - a~ "la surface du 
phage et correctement replies. 
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10. Expression de complexes P-CMH presentant 
differents enchainements des domaines du CMH . 

Cette methode permet d'exprimer des complexes P- 
CMH presentant differents enchainements des domaines du CMH. 
Dans cet exemple, les Inventeurs se sont interesses a 
exprimer des complexes HA-K d formes de differents 
enchainements des domaines de K d lies a la proteine g8p selon 
le protocole de l'exemple 9 et a caracteriser les complexes 
obtenus . 

Les densites optiques (dans un EL ISA en tout 
point identique a celui de l'exemple 9) observees a 450 nm 

sont representees dans le tableau 2 (moyenne ± deviation 

standard, n =3) : 



Enchainemen t 


Densi te 


optique 


al-a2-a3-L-P2m 


0 


.275 


± 


0. 


080 


al-a2-a3 


0. 


.682 


+ 


0. 


130 


al-a2-p2 


0. 


.231 


± 


0. 


051 


al-a2 


0. 


.127 


± 


0. 


009 


VCSM13 contrdle 


0. 


.033 


+ 


0 


.026 



Tableau 2 



Ces r^sultats indiguent que pour tous les 
enchainements testes, les complexes P-CMH s'expriment de 
fagon analogue k la surface du phage et sont correctement 
replies. 

11* Expression de complexe P- CMH non covalents. 

Cette methode permet d'exprimer des complexes P- 
CMH non covalents. Dans cet exemple, les Inventeurs se sont 
i nteresses a ex pr imer dans un premier c as des complexes HA-K d 
et POL-A2 non covalents lies k la proteine g3p ou la 
proteine g8p et a caracteriser les complexes obtenus. 
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Selon le protocole de 1' example 4, les sequences 
alternatives codant pour le peptide HA et le peptide de 
liaison (Fig. 1C) ont ete assemblees dans le vecteur P Ab8 
pour obtenir le vecteur HA-pAb8 . De meme, les sequences 
alternatives codant pour le peptide POL et le peptide de 
liaison ont ete assemblees dans le vecteur P Ab8 pour obtenir 
le vecteur P0L-pAb8. La meme operation a ete effectuee avec 
dans le vecteur fd-med pour obtenir les vecteurs HA-fd et 
POL-fd. 

Dans un premier temps, les phages HA-fd et POL- 
fd ont ete produits selon le protocole de l'exemple 8 a 
partir des vecteurs HA-fd et POL-fd, respectivement . De 
meme, les phages HA-M13 et P0L-M13 ont ete produits selon le 
protocole de l'exemple 9 a partir des vecteurs HA-pAb8 et 
POL-pAb8 respectivement . 

Dans un deuxieme temps, 1 ml des solutions de 
phages (typiquement 10 11 c.f.u. / ml) obtenues ont ete 
incubes pendant 12 heures a 25«C puis pendant 48 heures a 
4° C avec de la molecule de CMH soluble produite 
independamment (1 Hg / ml) puis conserve a 4<»C. L' incubaLiun 



a ete conduite dans une chambre de dialyse munie d'une 
membrane permeable a moins de 10 KDa (Slide-A-Lyser, 
Pierce) . La molecule a ete aimablement fournie par le Dr 
Abastado, de l'Institut Pasteur a Paris (6). La molecule 
HLA-A2 a ete obtenue d'apres la methode de Garboczi et al 
(5) . 

La Figure 6A montre par un test EL ISA identique 
a celui decrit dans l'exemple 9 que les phages I^-HA-M^ 
(exprimant le complexe non covalent HA-Kd lie a la g8p) , et 
K -HA-fd (exprimant le complexe non covalent HA-K** lie a la 
g3p) sont capables de se lier a un anticorps anti-K d 
immobilise. De meme, la Figure 6B montre que les phages A2- 
POL-M13 (exprimant le complexe non covalent POL-A2 lie a la 
g8p)— et— A2- POL-fd Te3<pFimant~ Te "coi^ipTixe" _- P0L^A2 "non 
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covalents lies a la g3p) sont egalement capables de se lier 
a un anticorps anti-A2 immobilise. 

12 - Methode de criblaae de nep Mde ant-i g ^ni rp^ 
Cette methode de criblage consiste a mettre en 
presence des phages exprimant une diversite de peptides 
antigeniques sous forme de complexe P-CMH et un TCR, a laver 
les phages non lies specif iquement, a detacher les phages 
fixes specif iquement, et a recuperer la sequence 
nucleotidique codant pour le peptide. 

Les Inventeurs ont done procede a un cycle de 
selection de phage decrits dans l'exemple 8 d' apres leur 
capacite a lier le TCR immobilise Cw3-l.l. Les phages 
(typiquement 10^0 _ 10 11 c.f.u.) ont ete incubes pendant 2 
heures a la temperature de la piece dans des tubes en 
plastique ou dans des micro-puits recouverts pendant la nuit 
avec une solution de TCR soluble ou d' anticorps monoclonaux 
(1 a 10 _g/ml dans du PBS). Apres 5 lavages en PBS-Tween et 
2 lavages en PBS, les phages restant attaches au polystyrene 
ont ete elues de la phase solide par traitement a l'acide 
(50 mM glycine-HCl, 0.75 M NaCl, pH 2.8 pendant 5 min. ), 
l'eluat a ete ensuite neutralise par addition de Tris-HCl 1 
M pH 7.4. La quantite de phages libres ou elues a ete titree 
de maniere parallele. 

La figure 5D montre que les phages qui expriment 
le peptide Cw3 specifique du TCR (Cw3-K d -fd) sont enrichi 4 
fois plus que les phages les phages K d exprimant le peptide 
HA irrelevant. De plus, cet enrichissement est specifique 
dans la mesure ou les phages Cw3-K d -fd ne sont pas enrichis 
par un cycle de selection sur un TCR KB5-C20 ou sur des 
proteines du lait immobilisees en phase solide. Les phages 
Cw3-K d -fd recuperes apres liaison au TCR ont pu infecter des 
BaW6ries~ TGi~ elf^leur ~ sequence nuc leot idique^^a pu etre 
amplifiee par PCR dans la region d'inter§t. 
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13 - Methode de marqu aae et de tri cfe cellule 
Cette methode de marquage de cellules exprimant 
des TCR consiste a incuber les phages presentant un complexe 
P-CMH avec les cellules puis a reveler les cellules 
specif iques gr^ce aux phages lies. 

En consequence, les Inventeurs ont mis en 
presence, dans un volume de 100 \il et pendant 4 heures a 
4°C, les phages Kd-HA-g8p obtenus selon le protocole de 
1'exemple 11 (lolO c.f.u.) avec les cellules 2D4, derivees 
de la lignee BW- (42) dans laquelle les genes du TCR 
specifique du peptide HA et restreint a K a ont ete 
transfectes. Les cellules ont ete lavees a 4°C, puis les 
phages fixes aux cellules ont ete reveles par 1 ^g 
d'anticorps anti-phage biotine puis, apres un second lavage, 
avec 1 jig de streptavidine phycoerythrine (Sigma) . La Figure 
6B montre que seules les cellules 2D4 sont marquees par les 
phages et que ce marquage est inhibe en presence d'un exces 



(10 \ig) d'anticorps anti-K* 20-8-4S. 



14 - Methode de stimul ation des cellules T , 

Cette methode de stimulation de cellules T 
specifique d'un complexe P-CMH consiste a incuber un 
complexe P-CMH immobilise avec les cellules puis a reveler 
1' activation des cellules T specif iques. 

Dans cet exemple les Inventeurs se sont 
interesse a etudier la stimulation de cellules T specifiques 
du complexe HA-K d par differents complexes P-K d immobilises 
et exprimant les variants du peptide HA en position 4 et 6 
(denommes peptides HAX46) decrits a 1'exemple 5. 

Les phages produits par differents clones de 
-bacteries- trans f ec tees-parole- vecteur "HAX46^ d ^Ab8~sel^n~ leT 
protocole de 1'exemple 9 ont ete immobilises sur du 
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plastique d'une plaque a micro-puits par simple absorption. 
Apres lavage, les cellules T specifiques ont ete distributes 
et leur stimulation a ete mesuree comme decrit a 1'exemple 

7.. 

On a ensuite ajoute dans les puits 50 |il d'une 
suspension de bacteries TGI, puis apres une incubation de 1 
heure a 37°C, les bacteries ont ete etalees sur des plaques 
de cultures contenant de l'ampicilline. La sequence de l'ADN 
codant pour le peptide antigenique a ete determine d'une 
part dans les puits dormant une stimulation superieure a 5 
10 4 cpm (groupe positif, voir Fig. 2C) , d'autre part dans les 
puits donnant une stimulation inferieure a 2 10 4 cpm (groupe 
negatif ) . Sur 18 sequences obtenues dans le groupe 1, 15 
codaient pour une glycine en position 6, mutation connue 
pour ameliorer la stimulation des ces cellules T (Liblau R, 
Hopital Pitie Salpttri^re, Paris, observations non 
publiees) . Sur 18 sequences obtenues dans le groupe 2, 
seulement une codait pour ce residu en cette position. Ces 
resultats indiquent qu'il est possible d' observer 



1' activation specif ique des cellules T avec les complexes P- 
CMH immobilise. 



WO 99/58693 



47 



PCT/FR99/01147 



REFERENCES . 

1- Wilson IA," Garcia KC. Curr Opin Struct Biol 
1997. Dec;7(6) :839-48. T-cell receptor structure and TCR 
complexes . 

2- Jones EY. Curr Opin Immunol 1997 Feb;9(l):75- 
9. MHC class I and class II structures. 

3- Rammensee HG. Curr Opin Immunol 1995 
Feb;7 (1) :85-96. Chemistry of peptides associated with MHC 
class I and class II molecules. 

4- Margulies DH. Curr Opin Immunol 1997 
Jun;9 (3) :390-5. Interactions of TCRs with MHC-peptide 
complexes: a quantitative basis for mechanistic models. 

5- Garboczi DN, Hung DT, Wiley DC. Proc Natl 
Acad Sci USA 1992 Apr 15; 89 (8) : 3429-33 . HLA-A2 -peptide 

complexes : refolding and crystallization o-f molecules — 

expressed in Escherichia coli and complexed with single 
antigenic peptides. 

6- Godeau F, Luescher IF, Ojcius DM, Saucier C, 
Mottez E, Cabanie L, Kourilsky P. J Biol Chem 1992 Dec 
5;267 (34) :24223-9. Purification and ligand binding of a 
soluble class I major histocompatibility complex 

molecule consisting of the first three domains 
of H-2Kd fused to beta 2 -microglobulin expressed in the 
baculovirus- insect cell system. 

7- Scott CA, Garcia KC, Carbone FR, Wilson IA, 
Teyton L. J Exp Med 1996 May 1;183 (5) :2087-95. Role of chain 
pairing — for— the -product ion -of — f unc t xonai— soluble — XA~ maj or — 
histocompatibility complex class II molecules. 



WO 99/58693 



48 



PCT/FR99/01147 



8- Kozono H, White J, Clements J, Marrack p, 
Kappler J. Nature 1994 May 12 ; 369 (6476) : 151-4 . Production of 
soluble MHC class II proteins with covalently bound single 

5 peptides. 

9- Altman JD, Moss PAH, Goulder PJR, Barouch DH, 
McHeyzer-Williams MG, Bell JI, McMichael AJ, Davis MM. 
Science 1996 Oct 4;274 (5284) : 94-6 . Phenotypic analysis of 

10 antigen-specific T lymphocytes. 

10- Hemmer B, Vergelli M, Pinilla C, Houghten R, 
Martin R. Immunol Today 1998 Apr; 19 (4) : 163-8 . Probing 
degeneracy in T-cell recognition using peptide combinatorial 

15 libraries . 



11- Van der Bruggen p, Traversari C, Chomez P, 
Lurquin C, De Plaen E, Van den Eynde B, Knuth A, Boon T. 
Science 1991 Dec 13;254 (5038) :1643-7. A gene encoding an 

2i) antigen — recognized by — cytolytic — T — lymphocytes — on — a — human 

melanoma . 



12- Sanderson S, Campbell DJ, Shastri N. J Exp 
Med 1995 Dec 1; 182 (6) : 1751-7 . Identification of a CD4+ T 

25 cell-stimulating antigen of pathogenic bacteria by 
expression cloning. 

13- Rodi DJ, Makowski L. Curr Opin Biotechnol 
1999 Feb;10(l) :87-93. Phage-display technology— finding a 

30 needle in a vast molecular haystack. 

14- Smith GP. Science 1985 Jun 

14;228(4705) :1315-7. Filamentous fusion phage: novel 

— —expression - vectors — that— display — elwed^~^eig^ — on "the — 
35 virion surface. 



WO 99/58693 



49 



PCT/FR99/01147 



15- McCafferty J, Griffiths AD, Winter G, 
Chiswell DJ. Nature 1990 Dec 6;348 (6301) : 552-4 . Phage 
antibodies: filamentous phage displaying antibody variable 
domains . 

16- Dunn IS. Curr Opin Biotechnol 1996 
Oct;7 (5) : 547-53 . Phage display of proteins. 

17- Bothmann H, Pluckthun A. Nat Biotechnol 1998 
Apr;16 (4) :376-80. Selection for a periplasmic factor 
improving phage display and functional periplasmic 
expression. 

18- Nielsen H, Engelbrecht J, Brunak S, von 
Heijne G. Protein Eng 1997 Jan; 10 (1) : 1-6 . Identification of 
prokaryotic and eukaryotic signal peptides and prediction of 
their cleavage sites. 

■ 

23 19- — Beck E, Sommer R, Auerswald EA, Kurz C, Zink 

B, Osterburg G, Schaller H, Sugimoto K, Sugisaki H, Okamoto 
T, Takanami M. Nucleotide sequence of bacteriophage fd DNA. 
Nucleic Acids Res 1978. Dec; 5 (12) : 4495-503 . 

20- Schneider G, Wrede P. Biophys J 1994 
Feb;66(2 Pt l):335-44. The rational design of amino acid 
sequences by artificial neural networks and simulated 
molecular evolution: de novo design of an idealized leader 
peptidase cleavage site. 

21- Keen NT, Tamaki S. J Bacterid 1986 
Nov;168(2) :595-606. Structure of two pectate lyase genes 
from Erwinia chrysanthemi EC16 and their high-level 
expression - irT^ 



WO 99/58693 PCT/FR99/01147 

50 

22- Betton JM, Hofnung M. EMBO J 1994 Mar 
1;13 (5) :1226-34 . In vivo assembly of active maltose binding 
protein from independently exported protein fragments. 

23- Maina CV, Riggs PD, Grandea AG 3d, Slatko 
BE, Moran LS, Tagliamonte JA, McReynolds LA, Guan CD. Gene 
1988 Dec 30;74(2) :365-73. An Escherichia coli vector to 
express and purify foreign proteins by fusion to and 
separation from maltose-binding protein. 

24- Petersen G, Song D, Hugle-Dorr B, Oldenburg 
I, Bautz EK. Mol Gen Genet 1995 Dec 10;249 (4) :425-31. 
Mapping of linear epitopes recognized by monoclonal 
antibodies with gene- fragment phage display libraries. 

25- Rubens tein JL, Brice AE, Ciaranello RD, 
Denney D, Porteus MH, Usdin TB. Nucleic Acids Res 1990 Aug 
25;18(16) :4833-42. Subtractive hybridization system using 
single-stranded phagemids with directional inserts. 



26- Mottez E, Langlade-Demoyen P, Gournier H, 
Martinon F, Maryanski J, Kourilsky P, Abastado JP 

J Exp Med 1995 Feb 1; 181 (2 ): 493-502 . Cells 
expressing a major histocompatibility complex class I 
molecule with a single covalently bound peptide are highly 
immunogenic . 

27- Greenwood J, Willis AE, Perham RN. J Mol 
Biol 1991 Aug 20 ; 220 (4) : 821-7 . Multiple display of foreign 
peptides on a filamentous bacteriophage. Peptides from 
Plasmodium falciparum circumsporozoite protein as antigens. 

28- Matthews DJ, Wells JA. Science 1993 May 
-21^260 (-5111-)-:-1113 -7 .—Substrate— phage-: — selection— of -protease 
substrates by monovalent phage display. 



WO 99/58693 



51 



PCT/FR99/01147 



29- Nakayama GR, Valkirs G, McGrath D, Huse WD. 
Immunotechnology 1996 Sep; 2 (3 ) : 197-207 . Improving the copy 
numbers of antibody fragments expressed on the major coat 
protein of bacteriophage M13 . 

30- Sambrook et al. 1989. Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual. 

31- Fisch I, Kontermann RE, Finnern R, Hartley 
0, Soler-Gonzalez AS, Griffiths AD, Winter G. Proc Natl Acad 
Sci USA 1996 Jul 23;93 (15) :7761-6. A strategy of exon 
shuffling for making large peptide repertoires displayed on 
filamentous bacteriophage. 

32- Hart SL, Knight AM, Harbottle RP, Mistry A, 
Hunger HD, Cutler DF, Williamson R, Coutelle C. J Biol Chem 
1994 Apr 29;269 (17) :12468-74. Cell binding and 
internalization by filamentous phage displaying a cyclic 
Arg-Gly-Asp-containiiig peptide. 

33- Adey NB, Mataragnon AH, Rider JE, Carter JM, 
Kay BK. Gene 1995 Apr 14; 156 (1) :27-31 . Characterization of 
phage that bind plastic from phage-displayed random peptide 
libraries . 

34- Gregoire C, Malissen B, Mazza G. Eur J 
Immunol 1996 Oct;26 (10) :2410-6. Characterization of T cell 
receptor single-chain Fv fragments secreted by myeloma 
cells . 

35- Morgan DJ, Liblau R, Scott B, Fleck S, 
McDevitt HO, Sarvetnick N, Lo D, Sherman LA. J Immunol 1996 

^Tg~^iJl5T(3) 7918 CD8"(T)~~"T ^ri~medi"ated spontaneous 

diabetes in neonatal mice. 



WO 99/58693 



52 



PCT/FR99/01147 



3 6- Arakawa F, Kuroki M, Kuwahara M, Senba T, 
Ozaki H, Matsuoka Y, Misumi Y, Kanda H, Watanabe T 

J Biochem (Tokyo) 1996 Sep; 120 (3 ): 657-62 . 
5 Cloning and sequencing of the VH and V kappa genes of an 
anti-CD3 monoclonal antibody, and construction of a 
mouse /human chimeric antibody. 



37- Braciale TJ, Braciale VL, Winkler M, 
10 Stroynowski I, Hood L, Sambrook J, Gething MJ. J Exp Med 
1987 Sep 1; 166 (3 ): 678-92. On the role of the transmembrane 
anchor sequence of influenza hemagglutinin in target cell 
recognition by class I MHC-restricted, hemagglutinin- 
specific cytolytic T lymphocytes. 

15 

3 8- Casanova JL, Cerottini JC, Matthes M, Necker 
A, Gournier H, Barra C, Widmann C, MacDonald HR, Lemonnier 
F, Malissen B, et al . J Exp Med 1992 Aug 1;176(2) :439-47. H- 
2 -restricted cytolytic T lymphocytes specific for HLA 
26 di sp l ay T cell re c eptors o f l im ite d div e rsi t y. 

39- Romero P, Eberl G, Casanova JL # Cordey AS, 
Widmann C, Luescher IF, Corradin G, Maryanski JL. J Immunol 
1992 Mar 15; 148 (6) : 1871-8 . Immunization with synthetic 
25 peptides containing a defined malaria epitope induces a 
highly diverse cytotoxic T lymphocyte response. Evidence 
that two peptide residues are buried in the MHC molecule. 



40- Hoogenboom HR, Griffiths AD, Johnson KS, 
30 Chiswell DJ, Hudson P, Winter G. Nucleic Acids Res 1991 Aug 
11; 19 (15) :4133-7 . Multi-subunit proteins on the surface of 
filamentous phage: methodologies for displaying antibody 
(Fab) heavy and light chains. 



35 



WO 99/58693 



PCT/FR99/01147 



53 



Kourilsky P. 



41 



Abastado JP, Lone YC, Casrouge A, Boulot G, 
J Exp Med 1995 Aug 1; 182 (2) : 439-47 . 



Dimerization of soluble major histocompatibility complex - 
peptide complexes is sufficient for activation of T cell 
5 hybridoma and induction of unresponsiveness. 

42- Donnadieu E, Trautmann A, Malissen M, Trucy 
J, Malissen B, Vivier E. J Biol Chem 1994 Dec 
30;269 (52) :32828-34. Reconstitution of CD3 zeta coupling to 
10 calcium mobilization via genetic complementation. 



15 



2£ 



25 



30 



WO 99/58693 



54 



PCT/FR99/01147 



REVENDI CAT IONS 

1) Micro-organisme genetiquement modifie 
5 caracterise en ce qu'il presente a sa surface un ou 

plusieurs complexe(s) P-CMH. 

2) Micro-organisme selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il s'agit d'un phage. 

10 

3) Procede de preparation d'un micro-organisme 
selon l'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce 
qu'on exprime le(s) complexe(s) P-CMH dans ledit micro- 
organisme par le procede d' expression comprenant les etapes 

15 suivantes : 

a) la preparation d'une sequence nucleotidique 
comprenant d'une part une sequence codant successivement 
pour un peptide signal, un peptide antigenique, un peptide 
de liaison, un ou des domaines extracellulaires d'un ou 

-26 plusieurs — produ it s — du — CMH, — et — d ' autr e — part — une — s e qu en c e 

f onctionnelle, 

b) le clonage de la sequence nucleotidiqe 
obtenue en (a) dans un vecteur permettant 1' expression de 
ladite sequence dans un micro-organisme, 

25 c) la transfection d'un micro-organisme avec un 

vecteur obtenu a 1 * etape (b) , 

d) 1' induction de 1' expression du produit de la 
sequence nucleotidique par tout mbyen approprie. 

30 4) Procede selon la revendication 3, caracterise 

en ce que le peptide antigenique et le(s) domaine(s) 

extracellulaire(s) de produits du CMH sont lies de maniere 
covalente par le peptide de liaison. 
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5) Procede selon les revendications 3 et 4, 
caracterise en ce que la sequence codant pour le peptide 
signal est une sequence codant pour un peptide permettant 
1 '.export de la proteine de fusion dans le periplasme du 

5 micro- or ganisme . 

6) procede selon la revendication 5, caracterise 
en ce que la sequence codant pour le peptide signal est la 
sequence du peptide signal de la proteine pectine lyase B 

10 d'E. Coli. 

7) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 3 a 6, caracterise en ce que la sequence 
codant pour le peptide antig^nique utilisee dans la sequence 

15 nucleotidique de l'6tape (a) est : 

soit une sequence naturelle provenant de 
l'ADNc d'un tissu, d'une culture cellulaire, d f un virus, 
d'une organelle ou d'un organisme determine, 

- soit une sequence nucleotidique aleatoire de 
synthese . 

8) Proc6d6 de preparation d'un micro -organisme 
selon l'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce 
qu'on exprime le(s) complexe(s) P-CMH dans ledit micro- 

25 organisme par le procede d' expression comprenant les Stapes 
suivantes : 

a') la preparation d'une sequence nucleotidique 
codant successivement pour un peptide signal, un peptide 
antigenique, un peptide de liaison directement reli6 a une 
30 sequence f onctionnelle, 

b) le clonage de la sequence nucleotidiqe 
obtenue en (a 1 ) dans un vecteur permettant 1* expression des 
dites sequences dans un micro-organisme, 

~cj la tfrarisf ec tiori d 5 un^microorganisme ~avec ~un 
35 vecteur obtenu a l'etape (b) , 
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d) 1' induction de 1' expression du produit de la 
sequence nucleotidigue par tout moyen approprie, 

e) la formation de complexe P-CMH en mettant en 
contact le produit d' expression obtenu en (d) avec un ou 

5 plusieurs produits du CMH exprimes independamment . 

9) Procede selon la revendication 8, caracterise 
en ce que le peptide antigenique et le(s) domaine(s) 
extracellulaire(s) de produits du CMH sont lies de maniere 
10 non covalente, mais fonction de l'af finite des peptides 
antigeniques pour le CMH. 



10) Procede de production d'un complexe P-CMH 
soluble, caracterise en ce que : 
15 on exprime un ou plusieurs complexes P-CMH par 

les procedes selon l'une quelconques des revendications 3 a 
9, dans lesquels la sequence f onctionnelle utilisee a 
l'etape (a) ou (a 1 ) code pour un peptide etiquette et un 
codon stop, 

2Q on — recupe r e — apres — 1 1 etape t4t) ou (-e—) le 

complexe P-CMH par tout moyen connu de l'homme du metier. 



11) Complexe P-CMH soluble obtenu par un procede 
selon la revendication 10. 

25 

12) Utilisation d'un complexe selon la 
revendication 11 pour marquer et trier des cellules T 
specif iques d'un ou plusieurs complexes P-CMH. 

30 13) procede de marquage et de tri des cellules T 

caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

i) on met en presence : 

un exces d'un complexe P-CMH soluble porteur 

— dr'-unr pep tide— e ti que 1 1 e r -obtenu— par — un— pr o cede — s e Ion — 1 1 -1 une- 

35 des revendications 3 a 9, et 
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un "pool" de recepteurs de cellules T, 

ii) on selectionne les complexes P-CMH lies 
specif iquement aux recepteurs de cellules T de l'etape (i) 
en eliminant par tout moyen approprie l'exces de P-CMH 

5 soluble n'etant pas lie de maniere specif ique, 

iii) on marque les complexes P-CMH lies aux 
recepteurs de cellules T selectionnes a l'etape (ii) a 
l'aide d'une sonde specif ique du complexe P-CMH, 

iv) on repere par tout moyen approprie les 
10 recepteurs de cellules T marques a l'etape (iii). 

14) Utilisation d'un complexe selon la 
revendication 11, pr6f 6rentiellement sous forme immobilisee, 
pour la preparation d'une composition diagnostique et/ou 

15 vaccinale utile pour moduler de maniere specifique 
l'activite des cellules T. 

15) Procede de production d'un complexe P-CMH, 
presente a la surface d'un micro-organisme, caracterise en 

■2D ce que : 

on exprime un ou plusieurs complexes P-CMH par 
les procedes selon l'une quelconques des revendications 3 a 
9, dans lesquels la sequence f onctionnelle utilisee a 
l'etape (a) ou (a') code pour une proteine permettant la 
25 presentation du complexe P-CMH a la surface du micro- 
organisme, 

on r6cup&re apres l'etape (d) ou (e) le complexe 
P-CMH par tout moyen connu de. 1 1 homme du metier . 

30 16) Procede selon la revendication 15, 

caracterise en ce que le micro-organisme est un phage. 

17) Procede selon l'une des revendications 15 a 

— 16-, - caracterise — en- — ce — que — i-a - proteine — permettant — " Ta 

35 presentation du complexe P-CMH a la surface du micro- 
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organisme est la proteine majeure (G8P) ou mineure (G3P) du 
manteau du phage. 

18) Utilisation d 1 un phage obtenu par le procede 
selon 1'une des revendications 16 ou 17 pour le marquage et 
le tri de cellules T specif iques d'un ou plusieurs complexes 
P-CMH, caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes 

* 

i ' ) on met en presence : 

un exces de phages presentant a leur surface un 
complexe P-CMH, 

un "pool" de recepteurs de cellules T, 
ii') on selectionne les recepteurs de cellules T 
lies specif iquement avec les phages portant les complexes P- 
CMH de l'etape (i') en eliminant . par tout moyen approprie 
1' exces de phage n'etant pas lie de maniere specif ique, 

iii ' ) on marque les recepteurs de cellules T 
lies aux phages select ionnees a l'£tape (ii') a l'aide d'une 
sonde specif ique du phage, 

iv^M — on recupere par — tou t — moy e n — approp r ie — les 

recepteurs de cellules T marques a l'etape (iii 1 ). 

19) Utilisation d'un phage obtenu par le procede 
selon I'une des revendications 16 a 17, pref erentiellement 
sous forme immobilis^e, pour la preparation d'une 
composition diagnostique et/ou pharmaceutique utile pour 
moduler de maniere specif ique l'activite des cellules T. 

20) Banques de micro-organismes obtenues selon 
le procede de l'une quelconques des revendication 10, 11, 
15, 16 ou 17. 

21) Utilisation des banques de micro-organismes 

- selon — la — r evendica t ion - 2 0 —pour — le — cr ibTage " "de ^pep t ides^ 

antig6niques a l'aide d'un recepteur de cellules T donne. 
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22) Procede de criblage de peptides 
antigenicities, caracterise en ce qu'il comporte les etapes 
suivantes : 

5 i ' 1 ) on met en presence une banque de micro- 

organismes selon la revendication 20, et un recepteur de 
cellules T defini, sous forme soluble ou a la surface de 
cellules T, 

ii'')on selectionne les phages presentant le 
10 complexe P-CMH lies de maniere specifique avec le recepteur 
T de l'etape (i 1 ') en eliminant les phages qui ne sont pas 
lies de maniere specifique par tout moyen approprie, 

iii' ') on recupere par tout moyen approprie 

15 23) Peptides antigeniques obtenus par le procede 

de criblage selon la revendication 22. 

24) Utilisation d'un peptide selon la 
revendication 23 pour la preparation d'une composition 

-2-0 diagnostiqu e — e t / ou — pharmac e u t iqu e — util e — pou r — moduler — de- 

maniere specifique l'activite des cellules T. 
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Fig. 5 a 
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